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Résumé 

 
La bilharziose est une maladie parasitaire humaine qui se trouve au second rang mondial, 

après la malaria, en termes de morbidité et de mortalité induites par le parasite. Plus de 200 

millions de personnes sont infestées dans 74 pays et plus de 200 000 personnes décèdent par 

an (Chitsulo et al. 2004; Gryseels et al. 2006). Schistosoma mansoni, ici étudié, est 

responsable de la bilharziose intestinale. 

Ce parasite possède un cycle de vie complexe, passant obligatoirement à travers deux hôtes : 

un hôte intermédiaire mollusque d’eau douce et un hôte définitif humain ou murin. Lors du 

cycle de développement, les différents stades sont exposés à divers environnements. Par 

exemple, les stades larvaires peuvent être confrontés à plusieurs hôtes intermédiaires (souche 

de mollusque) ou définitifs (humain ou murin). Mes travaux de thèse concernent l’influence 

de l’environnement sur l’épigénome de Schistosoma mansoni. L’information épigénétique est 

une source supplémentaire pour la création de variants phénotypiques, nous proposons que 

certains de ces variants puissent être hérités et sélectionnés, et ainsi conférer un avantage au 

parasite.  

Pour investir cette hypothèse nous avons décidé de modifier l’environnement du parasite de 

façon biotique et abiotique, lorsqu’il se développe au sein de l’hôte définitif ou lorsqu’il est au 

contact de l’hôte intermédiaire. En effet, Schistosoma mansoni est un endoparasite donc 

chaque hôte, dans lequel il va se maintenir, représente son environnement direct. Pour cela 

nous avons utilisé une drogue anti-helminthe et un hôte intermédiaire allopatrique. La réponse 

du parasite aux différents changements d’environnements a été analysée de la population 

(traits d’histoire de vie) à la molécule (génome, épigénome, transcriptome). Les nouvelles 

techniques de biologie moléculaire et de séquençage massif nous ont permis de réaliser des 

études globales.  

Lors de ces travaux de thèse, les différentes évolutions expérimentales ont mené à deux 

énigmes : (1) « Adaptation rapide de Schistosoma mansoni à une drogue anti-helminthes » et 

(2) « Adaptation rapide de Schistosoma mansoni à l’Amérique du Sud ». Les résultats obtenus 

pour cette dernière ont amené une troisième énigme : (3) « Différenciation sexuelle en 

l’absence de gène W-spécifique dans un système ZW ».!
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Abstract 

 
The schistosomiasis is a parasitic human disease which ranks second only after the malaria, in 

term of morbidity and mortality. More than 200 million people are infested in around 74 

countries and more than 200.000 death per year (Chitsulo et al. 2004; Gryseels et al. 2006). 

The study model, Schistosoma mansoni, is responsible for the intestinal schistosomiasis.  

The life cycle of this parasite is complex with the passage through two obligatory host, a fresh 

water snail as intermediate host, and human or rodents as definitive hosts. During the life 

cycle, all the stages could be exposed to various environments. For example, the larval stage 

could be exposed to different intermediate or definitive hosts. 

The aim of my research is to study the influence of the environment on the epigenome of 

Schistosoma mansoni. The epigenetic information is a supplementary resource to generate 

phenotypic variants and we propose that some variants could confer advantage to the parasite, 

could be selected and heritable through generations.  

To investigate this assumption, we decide to modify the environment, essentially the host 

environment, using biotic and abiotic modifications. Because Schistosoma mansoni is an 

endoparasite, each host in which he will develop, represents his direct environment. In this 

study we have modified the definitive host environment using antihelminth drugs, and the 

intermediate host environment using an allopatrique strain. The adaptive response of the 

parasite to various environment is analysed from population level (life history traits) to the 

molecular level (genome, epigenome, and transcriptome). New technics of molecular biology 

and massive sequencing allowed us to do whole genome analyses. 

During this PhD, different experimental evolution lead to three different enigma: (1) « Rapid 

adaptation of Schistsoma mansoni to antihelminth drug », (2) « Rapid adaptation of 

Schistosoma mansoni to South America » and (3) « Sexual differenciation without W-specific 

genes, in a ZW system ». 
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Préambule 

 

Cette thèse s’intègre dans le cadre de l’obtention du titre de Docteur en Sciences au sein de 

l’Ecole Doctorale Energie et Environnement de l’Université de Perpignan via Domitia. Ce 

travail a été réalisé au laboratoire Écologie et Évolution des Interactions au sein de l’équipe 

Épigénétique environnementale et évolutive des interactions.  

 

Cette thèse porte sur l’étude de l’influence environnementale sur l’épigénome d’un parasite 

humain, Schistosoma mansoni. Elle est divisée dans ce manuscrit en cinq parties. La 

première, consiste en une introduction générale sur le modèle d’étude, sur les connaissances 

acquises et sur le sujet de thèse. La deuxième partie, présente les différentes techniques 

utilisées lors de nos expérimentations. La troisième partie, fait état des résultats obtenus pour 

chaque question scientifique posée. La quatrième partie, propose une discussion générale des 

résultats obtenus. Enfin la dernière partie, regroupe toutes les références bibliographiques 

utilisées dans ce manuscrit ainsi que dans les articles publiés lors de ces travaux.  

 

Les résultats issus de cette recherche ont été valorisés par trois articles (Lepesant et al. 2011; 

Lepesant et al. 2012a; Lepesant et al. 2012b). Deux articles supplémentaires sont en cours de 

publication (Lepesant et al. in prep.; Perrin et al. en révision). Tous ces articles, publiés et en 

soumission, sont présentés tout au long de ce manuscrit et sont disponibles en annexe (1 à 5).  

 

Je tiens à remercier tout particulièrement Mme Cristina Vieira-Heddi et M. Christoph 

Grevelding d’avoir accepté d’évaluer ce travail, ainsi que Mme Ana Rivero, M. Guillaume 
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1. Contexte scientifique 

1.1. Relation entre l’adaptation et l’épigénétique 

1.1.1. Historique 

 Au 19e siècle, deux grandes théories de l’évolution sont apparues : l’évolution selon 

Lamarck (1744-1829) et l’évolution selon Darwin (1809-1882).  

Les mécanismes de l’évolution lamarckienne peuvent être définis en trois points : (i) le 

changement d’un caractère peut être influencé par l’environnement, (ii) ce changement peut 

être transmis aux générations suivantes même si l’environnement inducteur n’est plus présent, 

(iii) ces phénotypes induits sont adaptatifs par rapport à cet environnement inducteur (revue 

par (Pal 1998)). Ainsi, Lamarck suggère que l’apparition de ces phénotypes, suite à un 

changement environnemental, est effective chez tous les individus d’une même population 

(Figure 1). 

La théorie néo-darwinienne, quant à elle, énonce: (i) l’évolution est le fruit d’une 

modification progressive et continue des êtres vivants au cours des générations, (ii) la 

reproduction implique une hérédité : le matériel héréditaire subit des modifications par 

mutations aboutissant à une grande diversité, (iii) le mécanisme central est la sélection 

naturelle qui opère au niveau des populations en sélectionnant les individus les mieux adaptés 

à leur environnement (Darwin 1859). Cette théorie est expliquée dans l’introduction du livre 

de Charles Darwin l’Origine des espèces : « Comme il naît beaucoup plus d'individus de 

chaque espèce qu'il n'en peut survivre, et que, par conséquent, il se produit souvent une lutte 

pour la vie, il s'ensuit que tout être, s'il varie, même légèrement, d'une manière qui lui est 

profitable, dans les conditions complexes et quelquefois variables de la vie, aura une 

meilleure chance pour survivre et ainsi se retrouvera choisi d'une façon naturelle. En raison 

du principe dominant de l'hérédité, toute variété ainsi choisie aura tendance à se multiplier 

sous sa forme nouvelle et modifiée » (Darwin 1859). Ainsi, un individu donné présente un 

phénotype adaptatif afin de lui permettre d’évoluer dans un nouvel environnement et de faire 

persister ce trait favorable à travers les générations (Jablonka & Lamb 1999) (Figure 1). 
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Figure 1: Évolution adaptative lamarckienne ou néo-darwinienne. Les individus présentant une adaptation 
sont représentés par des cercles à pois. La quantité de pois montre l’intensité de l’adaptation. La flèche indique 
le moment où le changement environnemental apparaît. Ce changement environnemental apparaît et persiste sur 
plusieurs générations. Dans l’évolution lamarckienne (a), tous les individus acquièrent l’adaptation et cette 
adaptation persiste graduellement durant plusieurs générations en réponse à ce changement environnemental. 
Dans l’évolution néo-darwinienne (b), un individu possède déjà la capacité à répondre à un changement 
environnemental, avant que celui-ci n’intervienne. Cette adaptation est transmise de façon graduelle aux 
générations suivantes et permet d’augmenter le nombre d’individus présentant cette capacité. Adapté de 
(Jablonka & Lamb 1999). 

 

 Dans ces deux grandes théories du 19e siècle, l’adaptation est basée sur l’apparition de 

variants phénotypiques. Ces variants sont réversibles et ne sont pas aussi stables que des 

mutations génétiques (Jablonka et al. 1995). L’origine de ces variants peut résulter d’un 

génotype hérité et/ou d’une multitude d’influences environnementales (Campbell & Reece 

2007). Par exemple, une lignée pure d’organismes grandissant dans un environnement 

défavorable, va présenter des changements héréditaires de certains caractères qui persistent 

même si ces organismes se retrouvent dans leur environnement stable (Jablonka et al. 1995).  

 La variation intraspécifique (« individual variability » (Darwin 1859)) est omniprésente 

dans le monde du vivant. Cette variation est généralement référencée comme la variabilité 

phénotypique. Mayr introduit en 1963, le terme polyphénisme, plus tard qualifié 

d’épigénétique, afin de distinguer la variation phénotypique environnementale (l’apparition de 

différents phénotypes, dans une population, qui ne sont pas le résultat de changements 

a) Evolution lamarckienne b) Evolution néo-darwinienne

0 0

1 1

2 2

3 3

4 4

nombre 
de 

générations



Chapitre 1 – Introduction –  

 26!

génétiques) de la variation phénotypique génétique (Mayr 1963). Les organismes possèdent 

une variabilité génétique qui ne contribue pas à la variation phénotypique dans des conditions 

habituelles, mais disposent d’un potentiel leur permettant de modifier les phénotypes dans un 

contexte environnemental. Ce phénomène est appelé variation cryptique.  

 Au vu de nos travaux, nous avons considéré que les organismes ont la capacité d’exprimer 

des phénotypes cryptiques, en conditions environnementales défavorables. Ces phénotypes 

sont codés par la séquence d’ADN mais non exprimés en conditions habituelles. Ils 

apparaissent lors d’un changement environnemental sans pour autant perdre l’expression de 

leurs phénotypes en conditions stables (Mc Guigan & Sgro 2009; Fusco & Minelli 2010). En 

effet, pour tout facteur environnemental il existe un gradient dans lequel tout processus 

physiologique ou écologique peut s’effectuer (Shelford 1913). La vie d’un organisme est 

possible seulement dans cet intervalle qui est limité par des bornes supérieures et inférieures 

au-delà desquelles la mortalité survient. L’étendue entre ces deux bornes létales varie selon 

les espèces, plus cet intervalle préférentiel est grand, plus l’espèce a la capacité de 

s’acclimater ou de s’adapter à des fluctuations environnementales grandes (Figure 2).  

 

 

Figure 2: Illustration de la loi de Shelford. Il existe une relation générale entre l’efficacité des processi 
physiologiques d’un individu ou d’une population par rapport au gradient d’un facteur environnemental. Les 
processi physiologiques ou écologiques peuvent s’effectuer dans un intervalle limité par des bornes supérieures 
et inférieures. Au delà de ces bornes, la mortalité survient (Shelford 1913). 
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 Tous les êtres vivants ont la capacité d’exprimer des phénotypes différents afin de 

maintenir une valeur sélective (fitness) optimale. En 1999, Pal & Miklos proposent un modèle 

théorique suggérant que la variabilité phénotypique augmente autour de l’optimum 

physiologique, sous influence environnementale (Pal & Miklos 1999). Dans ce modèle, les 

phénotypes se répartissent autour d’un optimum physiologique en conditions normales, mais 

sont limités par des bornes létales supérieures et inférieures. Sous conditions 

environnementales stressantes, la variabilité phénotypique évolue autour de l’optimum 

physiologique, avec une fréquence moindre, augmentant l’intervalle entre les bornes létales 

inférieures et supérieures (Figure 3). 

 

Figure 3: Modèle hypothétique de la variabilité phénotypique. En conditions normales (ligne pleine) il y a 
une répartition des phénotypes autour de l’optimum physiologique alors qu’en conditions fluctuantes (ligne 
pointillée) l’intervalle entre les bornes supérieures et inférieures est agrandie, augmentant la variabilité 
phénotypique. Selon le modèle de Pal & Miklos (Pal & Miklos 1999). 
 

Cette variabilité phénotypique transmise aux générations suivantes a été nommée « epigenetic 

inheritance systems » (Maynard Smith 1990; Jablonka et al. 1995). Elle joue un rôle essentiel 

dans l’évolution puisqu’elle permet aux organismes de s’adapter à un environnement sans 

changement génétique.  

 

1.1.2. Adaptation vs Acclimatation 

 Lucien Cuénot distingue deux types d’adaptations successives: (i) l’acclimatation ou 

adaptation physiologique ponctuelle et réversible de l’individu à un nouveau milieu ; (ii) 

l’accommodation ou adaptation irréversible d’un groupe établi de manière durable dans un 

milieu (Cuénot 1925). 

L'acclimatation ou l’adaptation physiologique constitue la première expression de la plasticité 

phénotypique des espèces. Elle est réversible et résulte de l'existence de mécanismes de 

régulation physiologique, provoquant des modifications métaboliques pour que les êtres 

vivants maintiennent une valeur sélective maximale face aux fluctuations environnementales.  
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En biologie de l’évolution, l’adaptation ou l’accommodation est constatée dès lors qu’il existe 

une modification d'un caractère anatomique, d'un processus physiologique et/ou d'un trait 

comportemental dans une population d'individus, sous l'effet de la sélection naturelle. Charles 

Darwin a écrit : « C'est à cette conservation des variations favorables […] et à la destruction 

de celles qui sont nuisibles, que j'ai appliqué le nom de « sélection naturelle » ou de 

« survivance du plus apte » » (Darwin 1859). Le nouvel état de ce caractère vise à améliorer 

la survie et le succès reproductif des individus qui en sont porteurs. Selon Ernst Mayr, la 

théorie darwinienne pourrait se découper en cinq points: (i) quelle que soit l’espèce, l’effectif 

peut croître de manière exponentielle si tous les descendants engendrés sont viables ; (ii) en 

dehors des fluctuations saisonnières, la taille des populations reste généralement stable ; (iii) 

les ressources (tant espace que nourriture) sont limitées ; (iv) les caractéristiques individuelles 

varient énormément pour qu’il n’existe pas deux individus identiques ; (v) les variations sont 

en grande partie héréditaires (Mayr 1982).  

 Dans ces travaux de thèse, nous allons parcourir les capacités d’adaptation et/ou 

d’acclimatation d’un parasite humain, Schistosoma mansoni, lorsqu’il est confronté à 

différents environnements. Mais au préalable, pour illustrer cette variabilité phénotypique des 

êtres vivants, prenons les exemples des coraux, des pinsons des Galápagos et des tardigrades.  

 

1.1.2.1. Le corail comme exemple d’acclimatation 

 Les coraux scléractiniaires sont capables de vivre dans des eaux tropicales oligotrophes 

grâce à leur association endosymbiotique de type phototrophique (zooxanthelle, dinoflagellés 

du genre Symbiodinium). Ce symbiote transfère au corail une large fraction des produits issus 

de la photosynthèse. Cependant, la phototrophie n’est pas leur unique mode de nutrition. Dans 

le cas d’un blanchissement, suite à un stress thermique, la dégradation voire la perte des 

zooxanthelles et/ou des pigments photosynthétiques peut apparaître. Quand le corail est privé 

de son symbiote, il perd des ressources nutritives conséquentes. L’hétérotrophie va devenir 

alors une source d’énergie essentielle et vitale. Dans ce cas, les coraux blanchis peuvent 

présenter 4 à 40 fois plus de cnidocystes (Figure 4) leur permettant de chasser plus de proies 

pour compenser le manque d’énergie initialement fourni par les zooxanthelles. Les coraux 

sont donc capables de s’acclimater à une modification de leur environnement (stress 

thermique) afin de passer d’un rapport de 60% phototrophie / 40 % hétérotrophie à une 

hétérotrophie complète pour palier au manque de ressources nutritives et donc de disposer 
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d’une meilleure résilience dans l’attente de conditions environnementales plus propices ou de 

revenir à un état symbiotique stable (Ladrière & Roberty in press).  

 

Figure 4: Observations microscopiques de coupes transversales de corail. Observation en microscopie à 
lumière à transmission (A-B) et en microscopie électronique à transmission (C-D) d’ectoderme avec cnidocystes 
(c): chez un corail sain (A-C) et chez un corail blanchi (B-D) (Ladrière & Roberty in press). 

 

1.1.2.2. Les pinsons des Galápagos comme exemple d’adaptation 

 Les géospizes (pinsons) des Galápagos sont un excellent exemple d’adaptation à un 

environnement donné. Leur physionomie est adaptée pour mieux survivre, selon les 

spécificités de leur environnement immédiat. Ainsi Geospiza magnirostris possède un gros 

bec capable de casser des gros fruits à graines, lesquels tombent au sol pour qu’il puisse se 

nourrir. Geospriza fortis, à bec intermédiaire moyen, a une préférence alimentaire pour des 

petites graines quand celles-ci sont abondantes, sauf en cas de sécheresse où ce type de graine 

est plus rare et la consommation des plus grosses est favorisée. Geospiza parvula possède un 

bec intermédiaire plus fin ce qui lui permet de se nourrir essentiellement de petites graines et 

d’insectes. Certhidea olivacea utilise son bec étroit et pointu pour attraper exclusivement les 

insectes (Campbell & Reece 2007) (Figure 5). 
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Figure 5: Différents phénotypes de bec chez les géospizes des Galápagos. Chaque espèce a modifié la 
physionomie de son bec pour mieux survivre et s’adapter à son environnement direct (dépendant de la 
nutrition). 1. Geospiza magnirostris (géospize à gros bec), 2. Geospiza fortis (géospize à bec intermédiaire 
moyen), 3. Geospiza parvula (géospize à bec fin), 3. Certhidea olivacea (géospize olive à bec fin). 

 

1.1.2.3. Les tardigrades comme exemple d’adaptation 

 Les tardigrades (oursons d’eau) sont de minuscules animaux, très proches des arthropodes 

qui sont capables de résister aux radiations, à de nombreux produits toxiques et à la 

déshydratation en faisant varier la proportion d’eau de 80% et à moins de 3%. Ils ont 

également la faculté d’entrer en cryptobiose ce qui leur permet de survivre pendant plus de 

dix ans sans eau, dans des conditions de vide absolu ou à de très hautes pressions (1200 

atmosphères), à des températures extrêmes de -272.8°C à plus de 150°C (Lam 2009) (Figure 

6). 

 

Figure 6: Observation au microscope électronique à transmission d’un tardigrade. En conditions 
stressantes, le tardigrade est capable de cryptobiose (2) pour survivre à des conditions environnementales 
différentes des conditions normales (1) (Lam 2009). 
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Ces exemples ciblés montrent que les mêmes êtres vivants, qui sont soumis à des milieux 

particuliers, expriment différents phénotypes pour répondre au mieux aux variations 

susceptibles de porter atteinte à leur survie. 

 

1.1.3. La relation entre génotype, épigénotype, environnement et phénotype 

L’hypothèse classique est que l’expression des phénotypes résulte de l’interaction entre le 

génotype et l’environnement. L’hypothèse émergente est que les phénotypes sont les résultats 

de l’expression du génotype et de l’épigénotype sous influences environnementales.  

Le génotype d’un organisme fait référence à sa séquence d’ADN et sa combinaison 

allélique, alors que l’épigénotype fait référence aux modifications chimiques de cet ADN et 

de ses protéines associées, comme par exemple la modification de la structure de la 

chromatine pouvant affecter l’expression de certains gènes. Contrairement au génotype, 

l’épigénotype peut être influencé directement par l’environnement (Pembrey 2002; Liu et al. 

2008) . 

 Sewall Wright a été un des premiers à proposer l’existence de statuts cellulaires alternatifs 

(Wright 1945). Il suggérait que la persistance de statuts cellulaires alternatifs, nommée 

« l’hérédité cellulaire », est la résultante des changements dans les gènes nucléaires ou des 

changements cytoplasmiques des constituants dans les cellules (Wright 1945). Une des 

possibilités considérée était la présence, dans le cytoplasme, de plasmagènes («  auto-

réplicants », sous-unités microscopiques). Une autre possibilité était relative aux propriétés 

d’auto-régulation des constituants du cytoplasme (Jablonka & Lamb 1999). À tous les statuts 

de différenciation, la persistance de ces statuts peut être basée sur des interactions à travers les 

constituants, qui font de la cellule un système de régulation à part entière. À partir de ces 

études, l’origine des statuts cellulaires différenciés dans la cellule est pensée pour une 

condition locale précise. Ces statuts favoriseraient certaines chaines de contrôle des gènes, qui 

pourraient causer un déploiement des constituants pour passer d’un niveau basal stable à un 

autre statut en conditions variables (Wright 1945).  

 À partir des années 40-50, Hinshelwood et ses collègues ont argumenté que la persistance 

de réponses adaptatives dans les cultures bactériennes était causée par des changements de 

statuts métaboliques plutôt que liée à la préexistence de variants génétiques (Hinshelwood 

1946; Hinshelwood 1953; Dean & Hinshelwood 1963). Une idée similaire a été suggérée en 

1949 par Delbrück pour expliquer la persistance de statuts spécifiques, aux travers des 
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divisions cellulaires successives : une fois initié, un statut particulier se maintient grâce à une 

activité qui lui est propre (Delbrück 1949; Jablonka & Lamb 1999) . 

 L’épigénétique consiste en l’étude des changements de l’expression de certains gènes ainsi 

que de leur fonction, qui ne pourraient être expliqués par la séquence primaire d’ADN 

(Jablonka & Lamb 1999; Richards 2006; Bird 2007). Ces changements épigénétiques peuvent 

alors entraîner des changements phénotypiques sans impliquer de mutations génétiques 

(Gottsching et al. 2005). Par exemple, les jumeaux homozygotes partagent la même séquence 

d’ADN et leur ressemblance est souvent utilisée pour souligner la puissance génétique. Mais 

les jumeaux peuvent exprimer différents phénotypes impactés par des modifications 

épigénétiques induites lors de la vie de l’individu. Dans les stades précoces de 

développement, aucune différence génétique ou épigénétique n’est observable, mais chez des 

individus plus âgés des modifications épigénétiques (telles que les profils de méthylation de 

l’ADN) apparaissent et donnent lieu à des différences phénotypiques accentuées tout au long 

de la vie. Ces divergences peuvent conduire à une plus grande susceptibilité face à la maladie, 

à des caractères morphologiques ou comportementaux (Fraga et al. 2005). 

Des études récentes indiquent que les variations épigénétiques dans des populations 

naturelles, peuvent être indépendantes de la variation génétique, et dans certains cas 

l’environnement peut induire des changements épigénétiques hérités par les générations 

futures (Bossdorf et al. 2008).  

 Le cas le plus frappant chez les animaux est celui des soins maternels chez les rongeurs. 

Habituellement, les mères (F0) s’occupent intensément de leur progéniture avec de haut taux 

de « licking/grooming » (LG) c’est-à-dire de toilettage. Si pour des raisons 

environnementales, les soins maternels ne sont pas apportés à la descendance suivante (F1), 

on constate que le taux de LG devient faible et les nouvelles femelles arrivées à l’âge adulte 

délaissent leurs jeunes (F2). Il a été démontré que cette modification de comportement résulte 

d’une forte méthylation dans la région promotrice de gènes codant pour les récepteurs aux 

œstrogènes. Cette méthylation entraîne une diminution significative d’expression de ces gènes 

dans le cerveau des jeunes descendantes (F2) issues de femelles (F1), les ayant très peu 

soignées. Arrivées à l’âge adulte, ces femelles de 2e génération (F2) ayant des gènes codant 

faiblement les récepteurs aux œstrogènes, sont insensibles à leurs propres œstrogènes 

circulants et de ce fait ne développent pas un comportement maternel adapté (revue par 

(Champagne 2008)) (Figure 7).  
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Figure 7: Hérédité épigénétique des soins maternels aux jeunes chez les rongeurs. Des conditions 
environnementales variables au cours du développement peuvent mener à des changements neuroendocriniens 
qui entraînent des modifications dans le comportement des progénitures suivantes. Quand les soins maternels 
sont prodigués à la génération F1, une faible méthylation du promoteur du gène codant pour les récepteurs aux 
œstrogènes est constatée. Ce faible taux de méthylation est transmis de génération en génération ainsi les 
générations F1, F2 et F3 apporteront des soins maternels à leurs progénitures. Si, au contraire, les soins 
maternels sont faibles, une forte méthylation du promoteur du gène codant pour le récepteur aux œstrogènes 
sera présente, entrainant une insensibilité de l’organisme aux hormones produites et amenant ainsi à un 
investissement très diminué. Ces modifications épigénétiques et comportementales sont héritables sur plusieurs 
générations. Adapté de Champagne et al. (revue par (Champagne 2008)). 

 

Ces modifications épigénétiques sont partiellement héritables à travers la mitose et la méiose, 

même si les conditions initiales qui ont causées ce changement ont disparu (Gottsching et al. 

2005; Champagne 2008). Dans le cas des expériences de Champagne et al., seule la première 

génération est empêchée de fournir des soins à la progéniture. Les profils de méthylation et 
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les comportements de non-soins aux jeunes perdurent pendant les générations F2 et F3 alors 

que les mères sont au contact de leur progéniture et qu’aucun stress extérieur n’intervient.  

 

1.1.4. Les supports de l’information épigénétique 

 L’épigénétique est basée sur un jeu de processi moléculaires qui peut activer, réduire ou 

totalement inhiber l’activité de certains gènes. Ces processi sont : (i) la méthylation des 

résidus cytosine dans la séquence d’ADN ; (ii) les changements dans la structure de la 

chromatine à travers des modifications chimiques, en particulier l’acétylation ou la 

méthylation des protéines histones ; (iii) des processi régulateurs médiés par les molécules 

microARN (miRNA) (Bossdorf et al. 2008) ; (iv) la topologie d’un locus dans le noyau (Kurz 

et al. 1996). Ces différents types de modifications épigénétiques ne sont pas indépendants les 

uns des autres et peuvent interagir de façon à réguler les gènes (Grant-Dawton & Dickinson 

2005; Berger 2007). La plupart de ces modifications sont réversibles (Allis et al. 2007). Ces 

divers processi sont liés au fait que l’ADN n’est pas « nu », mais qu’il existe un intime 

complexe avec des protéines spécialisées qui, ensemble, forment la chromatine. Ainsi l’ADN 

est enroulé autour des unités nucléosomales constituées de protéines histones (Kornberg & 

Thomas 1974) (Figure 8). La structure de la chromatine est dépendante des modifications 

d’un noyau composé de 8 histones formant le nucléosome (Strahl & Allis 2000; Jenuwein & 

Allis 2001; Rice & Allis 2001) 

 

Figure 8: Schéma de la structure de la chromatine. L’ADN (gris) est associé à des molécules histones (rouge) 
formant un collier de perles. Un nucléosome est composé de huit molécules d’histones (rouge). Un type 
d’histone, H1 (jaune), peut se lier à l’ADN à côté d’un nucléosome où il contribue à condenser davantage la 
fibre. 
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 Dans sa forme la plus simple, la chromatine est initialement regardée comme plusieurs 

molécules présentes pour enrouler et organiser l’ADN, sous deux formes : l’euchromatine et 

l’hétérochromatine. L’euchromatine est à l’état décondensé. Elle est déspiralisée et 

correspond à des zones de gènes actifs, c’est-à-dire que les gènes peuvent être transcrits. 

L’hétérochromatine est à l’état condensé ; ses histones sont hypoacétylées et/ou 

hyperméthylées par rapport à l'euchromatine. Elle correspond à la partie de la chromatine 

inactive au niveau transcriptionnel (Figure 9). 

 

Figure 9: Schéma de la structure de l’euchromatine et de l’hétérochromatine. L’euchromatine est à l’état 
décondensé, plus permissif à la transcription, alors que l’hétérochromatine est à l’état condensé, 
transcriptionnellement moins permissive (Luong 2009). 

 

 Deux types de modification de la chromatine, régulant la transcription de certains gènes, 

ont été listées et classifiées, selon qu’elles soient directement associées à la répression ou 

l’induction de l’expression (Tableau 1). Cette classification reste toutefois provisoire et des 

marques classées comme responsables de l’activation peuvent être parfois associées à la 

répression de gènes particuliers (Berger 2007). Le rôle des marques épigénétiques est encore 

en cours de classification et certaines de ces modifications sont conservées entre plusieurs 

espèces alors que d’autres sont différentes. Par exemple la marque H3K4me3 peut être 

associée soit à une activation, soit à une répression, soit à une combinaison de ces deux 

(Berger 2007). 
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Tableau 1: Modifications de la chromatine sur les histones. Ces modifications sont classées en fonction de 
leur corrélation avec l’induction et/ou la répression de gènes mais cette classification est provisoire. Adapté de 
Berger et al. (Berger 2007). 

Marques Histones Rôles transcriptionnels 

Lysine acétylée (Kac) H3 (9, 14, 18, 56), H4 (5, 8, 13, 16), H2A, H2B Induction 

Sérine/Thréonine phosphorylées (S/Tph) H3 (3, 10, 28), H2A, H2B Induction 

Arginine méthylée (Rme) H3 (17, 23), H4 (3) Induction 

Lysine méthylée (Kme) 
H3 (4, 36, 79) 

H3 (9, 27), H4 (20) 

Induction  

Répression 

Lysine ubiquitinée (Kub) 
H2B (123 chez champignons, 120 chez mammifères) 

H2A (119 chez mammifères) 

Induction  

Répression 

Lysine SUMOylée (Ksu) H2B (6/7), H2A (126) Répression 

Proline isomérisée (Pisom) H3 (30-38) Induction / Répression 
 

 Ces formes distinctives de la chromatine apparaissent suite à des mécanismes covalents ou 

non covalents, qui incluent une quantité de modifications post-traductionnelles des histones, 

des étapes de remodelage énergie-dépendantes qui mobilisent ou altèrent la structure des 

nucléosomes, ou la dynamique des variants d’histones (dans ou en dehors du nucléosome) et 

le rôle de microARNs non codants. A ce stade de ma thèse, une définition simplifiée des 

microARNs est nécessaire car je n’en ferai pas état par la suite. Les microARNs sont des 

ARNs simples brins d’une longueur d'environ 21 à 24 nucléotides et qui sont des répresseurs 

de transcription: en s'appariant à des ARNs messagers, ils guident leur dégradation ou la 

répression de leur traduction en protéines. Tous ces mécanismes permettent de présenter un 

réseau inter-relié qui crée la variation des polymères de la chromatine. Ces changements 

peuvent se produire de façon spontanée suite à l’influence de l’environnement. Plusieurs 

composantes diététiques et d’autres facteurs maternels (allaitement, soins aux petits, etc…) 

sont maintenant connus pour affecter l’expression de certains gènes via la méthylation de 

l’ADN, sans pour autant modifier la séquence (Weaver et al. 2004; Franklin & Mansuy 

2010). Les fréquences des variants épigénétiques sont déterminées par la plasticité et 

l’efficacité de la transmission, et les évolutions adaptatives apparaissent suite à la sélection de 

variants héréditaires (Pal 1998).  

 

1.1.5. L’information épigénétique chez S. mansoni : État de l’art 

 Avant mon arrivée au laboratoire, l’équipe a mis au point des outils permettant d’étudier 

l’épigénétique sur S. mansoni et son implication dans la variabilité phénotypique. 

Les techniques d’immunoprécipitation de la chromatine associée à de la PCR quantitative 

(ChIP-qPCR) ou du séquençage massif (ChIP-seq) ont été établies précédemment. Certaines 
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marques spécifiques de l’euchromatine ou de l’hétérochromatine ont été ciblées. Ces marques 

utilisées sont: Histone H3 acétylée sur la Lysine 9 (H3K9ac, marque de promoteur actif), 

Histone H3 tri-méthylée sur Lysine 4 (H3K4me3, marque euchromatique), Histone H3 tri-

méthylée sur la Lysine 9 et Histone H3 tri-méthylée sur la Lysine 27 (H3K9me3 et 

H3K27me3, marques hétérochromatiques). Ces différentes marques étant conservées chez S. 

mansoni, des anticorps commerciaux ont pu être utilisés (Cosseau et al. 2009). La spécificité 

et l’efficacité des anticorps ont été préalablement testées.  

 Par la méthode de Western Blot, nous avons vérifié que les anticorps n’interagissent pas 

avec d’autres protéines que celle d’intérêt. Une fois l’anticorps validé, le ratio anticorps-

chromatine est déterminé par titration. Pour une certaine quantité de chromatine, l’anticorps 

doit être en excès afin que la quantité de produits immunoprécipités ne dépendent pas de la 

concentration en anticorps utilisée. La titration est réalisée en utilisant une quantité croissante 

d’anticorps pour une même quantité de chromatine. A partir d’un certain seuil d’anticorps, la 

quantité d’ADN immunoprécipité reste constante, ainsi la quantité d’anticorps utilisée est 

supérieure au seuil de saturation. 

 Lors de mes recherches, je me suis focalisée sur les modifications de la structure de la 

chromatine, associées à des modifications chimiques des histones, par exemple la méthylation 

ou l’acétylation de certaines histones, car des travaux antérieurs de l’équipe ont montré que, 

dans notre modèle S. mansoni, des modifications de la structure de la chromatine étaient 

associées à des modifications de transcription de certains gènes et à l’apparition de 

phénotypes cryptiques. Ces résultats ont été obtenus en modulant l’épigénotype de notre 

espèce modèle (présenté ci dessous) en traitant des larves avec un inhibiteur d’histones 

déacétylases (HDAC). Les HDACs sont présentes chez S. mansoni (Oger et al. 2008) et 

permettent de passer de l’état euchromatique à l’état hétérochromatique en désacétylant les 

histones. En inhibant l’enzyme responsable du passage de l’euchromatine à 

l’hétérochromatine, la chromatine reste à l’état décondensé, c’est-à-dire sous la forme d’une 

structure permissive pour la transcription de certains gènes. Un traitement à la Trichostatine A 

(TSA) (Yoshida et al. 1995), a été utilisé pour fortement réduire l’activité des HDACs chez 

cet organisme (Dubois et al. 2009; Cosseau et al. 2010) (Figure 10).  
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Figure 10: Effet inhibiteur de la trichostatine A (TSA) sur les histones déacétylases (HDAC). Pour passer 
de l’état décondensé (euchromatine) à l’état condensé (hétérochromatine), une enzyme intervient : une Histone 
DéAcétylase (HDAC). Cette dernière est la cible de la TrichoStatine A (TSA). En venant inactiver cette enzyme, 
la TSA bloque le passage de l’euchromatine à l’hétérochromatine, en laissant donc la chromatine à son état 
décondensé. 

 

Ces travaux ont montré que le traitement à la TSA augmente la variabilité phénotypique sur 

des traits morphologiques et comportementaux, ainsi que sur le taux de transcription de gènes 

spécifiques impliqués dans le phénomène de compatibilité hôte/parasite amenant à des 

changements du succès infectieux du parasite. Ces données sont en accord avec le modèle 

théorique de Pal & Miklos, dans lequel la génération de variants phénotypiques épigénétiques 

est une première étape dans l'évolution adaptative (Pal & Miklos 1999). 

 

1.1.6. Vers une caractérisation approfondie de l’épigénome de S. mansoni 

 Au regard des travaux antérieurs, je me suis penchée sur l’influence de l’environnement 

direct sur l’épigénotype de S. mansoni, en me basant sur l’étude des modifications de la 

structure de la chromatine. 

Durant cette thèse, les résultats issus des analyses de structure chromatinienne ont été 

confrontées à des données de transcriptomique (RNA-seq) acquises, afin de répondre aux 

questions suivantes: (i) Suite à un stress environnemental, y-a-t’il apparition de modifications 

épigénétiques de nature chromatinienne ? (ii) Le changement environnemental peut-il 

entraîner des modifications d’ordre transcriptomique ? (iii) Ces modifications, tant 

épigénétiques que transcriptomiques, sont-elles ciblées et/ou aléatoires dans le génome? (iv) 

Existe-il une corrélation directe entre les modifications épigénétiques et les modifications des 

profils de transcription ? (v) Ces modifications moléculaires sont-elles corrélées à des 
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changements phénotypiques visibles ? (vi) Les changements engendrés, tant phénotypiques 

que moléculaires, sont-ils hérités par les générations suivantes? 

 D’après le modèle de Pal & Miklos, deux hypothèses non exclusives sont envisageables 

(Pal & Miklos 1999) : 

- La première est que les modifications apparentes sont aléatoirement dirigées dans le 

génome. On observe alors une augmentation de la variabilité phénotypique associée à 

l’apparition de phénotypes cryptiques, avec une fréquence moindre mais restant 

centrée sur un optimum physiologique. Ce type de réponse augmente l’intervalle de 

vie des organismes en repoussant les bornes létales inférieures et supérieures (Figure 

11).  

- La deuxième hypothèse est que ces changements épigénétiques sont ciblés dans le 

génome et que dans ce cas la variabilité phénotypique reste inchangée alors que 

l’optimum physiologique n’est pas le même (Figure 11). 
 

 

Figure 11: Modèle théorique de réponse adaptative selon un changement environnemental. Ce modèle 
présente deux hypothèses de réponse possible suite à un changement d’environnement (ligne pointillée) comparé 
à un environnement stable (ligne pleine). Sur le graphe de gauche, c’est la représentation de changements ciblés 
dans le génome avec une variabilité phénotypique inchangée mais un optimum physiologique déplacé. Sur le 
graphe de droite, c’est la représentation de changements aléatoires dans le génome suite à un stress 
environnemental (ligne pointillée) augmentant la variabilité phénotypique grâce à l’apparition de phénotypes 
cryptiques et un optimum physiologique inchangé. Adapté de (Pal & Miklos 1999). 

 

 Le modèle d’étude choisi est un parasite de l’homme, S. mansoni, qui dans son cycle 

naturel est soumis à des conditions environnementales variables et des environnements 

différents. L’interaction hôtes/parasites est un excellent modèle en biologie de l’évolution 

puisque cette interaction subit des pressions sélectives fortes et une évolution rapide, 

entrainant souvent une dynamique co-évolutive : les hôtes évoluent de sorte à limiter et se 

protéger de l’infestation, et les parasites évoluent en parallèle pour contrer les défenses des 
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hôtes. On assiste à une véritable course aux armements expliquée par la théorie de la reine 

rouge (Van Valen 1973) qui énonce qu’il existe une probabilité constante d’extinction au 

cours du temps, même sans variation du milieu. Cette théorie suggère que cette évolution 

résulte des attaques parasitaires : les parasites cherchent sans cesse de nouveaux moyens 

d’attaquer leurs espèces-hôtes qui doivent donc obligatoirement s’adapter pour trouver la 

parade au risque de disparaître si elles ne parviennent pas à contourner assez vite la virulence 

de leurs assaillants.  

 

1.2. Modèle d’étude 

1.2.1. Zones de répartition 

 Les schistosomes sont des parasites appartenant à l’embranchement des Plathelminthes et à 

la classe des Trématodes. Le genre Schistosoma compte une vingtaine d’espèces dont cinq (S. 

haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. mansoni and S. mekongi) sont les principaux 

agents de la schistosomiase (ou bilharziose) humaine (Chitsulo et al. 2004). Les espèces du 

genre Schistosoma sont réparties sur toute la ceinture tropicale et intertropicale (WHO 2011) 

(Figure 12) : S. haematobium (responsable de la bilharziose urinaire) est présent en Afrique et 

au Moyen Orient, S. japonicum (responsable de la bilharziose spléno-hépatique) est 

endémique de l’Asie, et S. mansoni (responsable de la bilharziose intestinale) est largement 

répandu en Afrique et constitue la seule espèce en Amérique du Sud et dans les Caraïbes où 

elle fut importée récemment (au cours des 16e et 17e siècles lors du déplacement massif des 

populations africaines vers le nouveau monde durant la traite négrière) (Morgan et al. 2001). 

 

Figure 12: Répartition de la schistosomiase en 2011. Les pays à haut risque (rouge) et à faible risque 
(orange) sont concentrés dans l’hémisphère sud (WHO 2011). 
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1.2.2. Bilharziose 

 La bilharziose est une maladie parasitaire qui se trouve au second rang, après la malaria, en 

termes de morbidité et de mortalité, avec plus de 200 millions de personnes infestées dans 74 

pays et plus de 200 000 personnes décédant par an (Chitsulo et al. 2004; Gryseels et al. 2006). 

Cette maladie est un fardeau économique important (Croce et al. 2010) car les personnes 

impactées par la maladie sont malheureusement difficilement soignables et les pays concernés 

voient leur développement local stagner du fait de ce fléau.  

 Plus particulièrement, la variabilité phénotypique du parasite S. mansoni est un réel 

problème médical tant pour les campagnes de vaccination que pour la multiplication de 

nouveaux foyers et la colonisation de nouveaux milieux. Les changements environnementaux 

liés à la fluctuation de points d’eau ainsi qu’à la croissance et la migration des populations 

peuvent faciliter l’émergence des schistosomiases (Patz et al. 2000). Par sa grande capacité à 

s’acclimater et/ou s’adapter aux différents environnements auxquels le parasite est soumis, 

l’apparition de phénotypes cryptiques plus résistants ou plus infestants est envisageable. Il est 

donc d’une importance majeure de comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents à la 

réponse adaptative du parasite S. mansoni sous influences environnementales. 

 

1.2.3. Cycle de vie et reproduction 

 S. mansoni est un parasite digène possédant un cycle de vie complexe (Figure 13). Il passe 

par un hôte intermédiaire mollusque dulçaquicole, Biomphalaria glabrata (ou d’autres 

espèces de Biomphalaria selon la localisation géographique), dans lequel a lieu une 

multiplication asexuée. Le parasite est ensuite relâché sous la forme d’une larve nageuse, la 

cercaire, qui infeste l’hôte définitif humain ou murin au contact de l’eau au sein duquel la 

reproduction sexuée a lieu. Seul le corps de la cercaire traverse l’épiderme (la queue se 

détache et reste dans le milieu extérieur) pour migrer vers le cœur de l’hôte définitif via le 

système sanguin (Standen 1953).  

Vingt-quatre heures après la pénétration, la cercaire arrive dans le ventricule droit du cœur de 

l’hôte et se transforme en schistosomule qui met entre 5 et 7 jours post-pénétration pour 

arriver au foie. La schistosomule devenue adulte atteint alors sa maturité sexuelle. Ensuite, 

elle migre à contre courant le long de la veine porte hépatique afin que la ponte des œufs se 

fasse dans les veinules du système mésentérique.  
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Enfin, les œufs vont traverser les veinules à l'aide d'un éperon jusqu'aux intestins, pour être 

excrétés via les fèces de l'hôte et éclorent au contact de l’eau pour laisser échapper une 

seconde larve appelée miracidium qui infectera l’hôte intermédiaire mollusque et boucler 

ainsi le cycle parasitaire (Figure 13). Certains œufs du parasite peuvent aussi s’accumuler 

dans le foie de l’hôte définitif occasionnant une forte réaction inflammatoire qui est un des 

symptômes de cette maladie parasitaire.  

 

Figure 13: Cycle de vie et dimorphisme sexuel de S. mansoni. Le dimorphisme sexuel (rose) est restreint au 
stade adulte, alors qu’aux stades larvaires les phénotypes mâles et femelles sont indistinguables. 

 

Une fois dans l’hôte définitif, 25 jours post pénétration, le dimorphisme sexuel entre le mâle 

et la femelle apparaît (Basch 1990). Même si aux stades larvaires, les individus sont 

génétiquement sexués, le dimorphisme sexuel est restreint au stade adulte (Figure 14) car si 

les femelles ne rencontrent pas de mâles ou si elles viennent à être séparées du mâle, elles 

restent ou redeviennent immatures (plus fines et sans ovaires). Le phénotype « femelle 

immature » va dans le sens d’un déterminisme sexuel non seulement génétique mais aussi 

environnemental, puisque les femelles adultes ont besoin d’un accouplement avec un mâle 

pour finir leur développement et devenir matures. 
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Figure 14: Photos en microscopie des différents stades de développement de S. mansoni. Les individus 
miracidia (A), cercaires (B) ou adultes (C-F) sont gonochoriques. Les miracidia (A) et cercaires (B) ne 
présentent aucun dimorphisme sexuel alors qu’au stade adulte un dimorphisme sexuel est présent. La femelle 
plus fine reste dans le canal gynécophore du mâle plus musculeux (C). Lorsque la femelle n’est pas accouplée 
elle est, ou redevient, immature (D), alors qu’accouplée au mâle (F) elle est mature (E), avec une quantité 
l’hémozoïne importante présente dans le tube digestif. 

 

 Des analyses de transcriptomique ont mis en évidence des produits de gènes spécifiques à 

chaque stade de développement et pour chaque sexe. Par la technique de microarrays et des 

approches statistiques, 973 gènes présentent un différentiel d’expression et peuvent décrire les 

trois caractéristiques principales du développement du schistosome : des processi asexués au 

sein de l’hôte intermédiaire mollusque, la maturation sexuelle au sein de l’hôte définitif 

humain ou murin, et le dimorphisme sexuel au stade adulte (Fitzpatrick et al. 2009). Il existe 

donc des mécanismes génétiques liés aux différents stades de développement et à la mise en 

place du dimorphisme sexuel mais ni ces mécanismes génétiques, ni les mécanismes liés à 

l’environnement ne sont encore étudiés. 

 Au contraire des schistosomes, la plupart des parasites plathelminthes sont des espèces 

hermaphrodites (Loker & Brant 2006). Cette fréquence de l’hermaphrodisme suggère que cet 

état est un avantage pour ces parasites car il réduit probablement au minimum le risque de ne 

pas trouver de partenaire à l'intérieur de l’hôte (Desprès & Maurice 1995). D’un point de vue 

évolutif, l’acquisition des sexes séparés chez les Schistosomatidae, est concomitante avec 

l’invasion des animaux à sang chaud (Loker & Brant 2006). Ceci pourrait expliquer les 

bénéfices en terme de diversité génétique, agissant contre le système immunitaire sophistiqué 

des vertébrés à sang chaud, et/ou la spécialisation de chaque sexe est limitée à des « tâches 

ménagères ». Le mâle musculeux maintient la femelle dans son canal gynécophore. Le couple 

se déplace à contre courant du flux sanguin jusqu’aux veines mésentériques afin que la 

femelle relargue ses œufs. Le mâle maintient le couple grâce à ses ventouses, alors que la 
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femelle peut se déplacer seule dans les petites veinules, là où les œufs ont une chance de 

pénétrer à travers le tissu intestinal sans être lavés par le système circulatoire. En effet, ces 

veinules ne sont pas accessibles aux mâles (Read & Nee 1990).  

 Plus généralement, l’évolution de la reproduction sexuée chez les espèces gonochoriques 

les rend plus efficaces pour éliminer des mutations délétères en cassant des combinaisons non 

favorables et en augmentant la variabilité génétique via la recombinaison. Sans elle, chaque 

mutation néfaste ne pourrait pas être purgée du génome et serait transmise à la génération 

suivante (Felsenstein 1974). Ce phénomène est appelé Cliquet de Müller et serait présent aux 

stades asexués de S. mansoni. Pour la partie sexuée du cycle, on constate par contre un 

brassage génétique via la recombinaison, agissant contre les mutations irréversibles qui ont 

été accumulées pendant les stades asexués (stades larvaires). 
 

 

1.2.4. Environnement-hôte 

 Le parasite, S. mansoni étant un endoparasite, est soumis directement à chaque 

environnement-hôte à part entière, qu'il soit intermédiaire ou définitif, pour réussir à se 

maintenir et se développer. Aux deux stades larvaires, miracidium et cercaire, le parasite est 

sous forme d’une larve libre nageuse évoluant dans un environnement aqueux (Figure 15 B). 

Mais dès qu’elle entre en contact avec l’hôte intermédiaire ou définitif, elle passe d’un milieu 

aqueux à un milieu directement corrélé à l’hôte qui devient son environnement propre 

nécessaire à sa croissance, son maintien et sa reproduction (Figure 15 A et C).  
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Figure 15: Différents environnements auxquels S. mansoni est confronté. Tout au long de son cycle de 
développement, le parasite est soumis à différents environnements : environnement-hôte définitif humain ou 
murin (A), environnement aqueux (B), environnement-hôte intermédiaire mollusque (C). 

 

 Tout au long de son cycle de développement, les traits d’histoire de vie du parasite, qui 

sont des traits biologiques contribuant à la valeur sélective et en particulier aux composantes 

fondamentales que sont la survie et la reproduction, sont mesurables. Ces traits sont variables 

d’une espèce à l’autre même si elles sont très proches phylogénétiquement. Cette variabilité 

existe aussi entre les populations à l’intérieur d’une même espèce ou entre individus à 

l’intérieur d’une même population (Thomas et al. 2010). Ainsi, pour l’espèce S. mansoni, 

deux souches isolées géographiquement n’auront pas des traits d’histoire de vie identiques. 

Une souche pourra présenter une forte infectivité au niveau de l’hôte intermédiaire et une 

faible infectivité au niveau de l’hôte définitif, alors qu’une souche de la même espèce mais 

d’un isolat géographique différent, montrera un profil inverse.  

 Les traits d’histoire de vie du parasite S. mansoni ont été listés afin de comparer les 

performances des mâles et des femelles ainsi que leur pathogénicité contre le mollusque B. 

glabrata (Boissier et al. 1999). 
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Au niveau de l’hôte intermédiaire B. glabrata, il est possible d’assimiler une valeur de 

prévalence pour chaque infestation qui correspond au pourcentage de mollusques infestés par 

rapport au nombre total de mollusques exposés au parasite. Ce trait de vie est quantifiable en 

observant au travers des coquilles, la présence ou non de sporocystes développés au niveau de 

l’hépatopancréas. Cette prévalence est de plus confirmée par l’émission de cercaires. À cette 

valeur de prévalence, une estimation d’intensité d’infestation peut être assimilée en comptant 

le nombre de sporocystes implantés et développés dans le mollusque par rapport au nombre 

de parasite mis au contact du mollusque. Lors de mes travaux de thèse, ce trait n’a pas pu être 

mesuré car nous aurions été contraints de disséquer des mollusques parasités alors qu’ils sont 

nécessaires pour la suite de nos expériences. 

Au niveau de l’hôte définitif, l’infectivité des cercaires est mesurée par le ratio du nombre de 

vers développés dans l’hôte sur le nombre total de larves de parasite mis au contact de la 

souris lors de l’infestation. Nous avons aussi évalué la conséquence de l’infestation sur l’hôte 

en quantifiant la réaction immunopathologique de la souris, en calculant le ratio « poids de la 

rate sur le poids total de la souris ». Une souris saine a une rate qui représente environ 0,42% 

du poids total alors qu’une souris présentant des symptômes liés à l’infestation parasitaire a 

une rate aux alentours des 2% du poids total (Boissier, communication personnelle).  

A tous les niveaux du cycle du parasite, le ratio !/" (sexe-ratio) est estimé. Aux deux stades 

larvaires (miracidia et cercaires), le sexe-ratio est évalué par PCR en utilisant des marqueurs 

spécifiques du chromosome W (chromosome sexuel spécifique des femelles) (Portela et al. 

2010). Au stade adulte, le sexe-ratio est calculé en dénombrant le nombre de mâles et de 

femelles présents dans la souris (Figure 16). Le sexe-ratio d’une population est un paramètre 

démographique clé car il représente un concept central d’évolution sous sélection sexuelle 

prédisant l’intensité et la direction de la compétition à trouver un partenaire (Kvarnemo & 

Ahnesjo 1996).  

 Selon le principe de Fisher, la plupart des espèces ont un sexe-ratio à l’équilibre pour 

produire autant de mâles que de femelles. Chez S. mansoni, le sexe-ratio fluctue autour d’un 

équilibre 1 : 1 (un mâle : une femelle), cependant des sexes-ratios non équilibrés, biaisés vers 

les mâles ou femelles, sont retrouvés dans des populations animales (Hardy 2002).  

 Dans le modèle schistosome, de nombreuses publications montrent que les scientifiques 

sont intrigués par le sexe-ratio biaisé en faveur des mâles. Un grand nombre d’études de 

terrain, de travaux analytiques et de travaux en laboratoire ont été menés dans cette optique. 
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Tant les souches de laboratoire que celles issues de conditions naturelles présentent ce sexe-

ratio biaisé mâle. Dans le cadre de cette thèse, ce trait devient dès lors primordial à mesurer 

puisqu’il reflète les conditions naturelles et si ce trait vient à changer, nous pourrons 

confronter nos résultats aux données bibliographiques sur le sujet.  

 

Figure 16: Traits d’histoire de vie mesurables tout au long du cycle de développement de S. mansoni. (1) 
sexe-ratio évalué en dénombrant le nombre de vers mâles et femelles, (2) infectivité des cercaires par le ratio du 
nombre de vers développés sur le nombre de cercaires présentées à l’infestation, (3) sexe-ratio des miracidia 
quantifié par PCR, (4) prévalence d’infestation mesurée par le nombre de mollusques infestés sur le nombre 
total de mollusques exposés au parasite, (5) sexe-ratio des cercaires évalué par PCR. 

 

1.2.5. S. mansoni comme modèle en adaptation évolutive 

 S. mansoni a su survivre alors qu'il est en permanence confronté à différents 

environnements comme le milieu extérieur ou les différents hôtes obligatoires à sa 

reproduction. Il s'est adapté pour résister au système immunitaire de l’hôte vertébré et depuis 

plusieurs dizaines d’années à des facteurs abiotiques comme les drogues utilisées dans les 

campagnes de contrôle de la bilharziose. Il s'est également acclimaté à de nouveaux 

environnements et de nouveaux hôtes lorsqu'il a été exporté du continent africain vers 

l’Amérique du Sud pendant la traite des esclaves aux 16e et 17e siècles. 
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 S. mansoni est donc un modèle extraordinaire pour étudier les phénomènes de réponses 

adaptatives à différents environnements, et ce d'autant plus que tous les stades de 

développement de ce parasite sont expérimentalement accessibles en laboratoire. Par ailleurs, 

le génome de cet organisme est entièrement séquencé, assemblé et annoté (Berriman et al. 

2009). Ces ressources génomiques sont actuellement disponibles dans des banques de 

données (SchistoDB, http://schistodb.net/schisto/) et pourront être exploitées afin de réaliser 

des analyses moléculaires approfondies. S. mansoni est donc un modèle privilégié pour tenter 

d’établir un lien entre les mécanismes moléculaires et l’évolution adaptative.  

 

1.2.6. Traitements 

1.2.6.1. Traitements à succès 

 Le praziquantel (PZQ), constitue le traitement actuel pour le contrôle de la bilharziose. 

Cette médication administrée depuis les quarante dernières années, par voie orale en une dose 

unique, agit 1h après l’ingestion en paralysant les vers matures et en endommageant le 

tégument, mais a peu ou pas d’effet sur les œufs, les schistosomules et les vers immatures 

(Aragon et al. 2008). Les œufs peuvent donc être encore excrétés pendant plusieurs semaines 

suivant le traitement. (Gryseels et al. 2006). Le PZQ reste tout de même le traitement de 

choix avec certains avantages comme l’administration orale en une unique dose, une faible 

toxicité pour l’hôte et un coût peu élevé (Fenwick et al. 2003; Utzinger & Keiser 2004).  

Cependant, certaines souches de schistosomes ont une sensibilité moindre au praziquantel 

avec la possibilité d’une apparition de résistance, déjà identifiée dans plusieurs pays 

d’Afrique (Ismail et al. 1999; Gryseels et al. 2001), ce qui est inquiétant au regard des 

centaines de millions de personnes à soigner. Aussi, depuis une dizaine d’années, des efforts 

ont été faits pour trouver de nouvelles thérapies (Dong et al. 2010 ; Laurent et al. 2008; Sayed 

et al. 2008; Abdulla et al. 2009; Rai et al. 2009), afin de tenter d’éradiquer la bilharziose à 

différents stades de développement du parasite (ex : l’artémésinine semble efficace contre le 

stade schistosomules). Des remèdes déjà utilisés pour d’autres parasitoses ont également été 

testés (Xiao et al. 2007; Boissier et al. 2009a; Keiser et al. 2009; Utzinger et al. 2010; Eissa et 

al. 2011), sous réserves toutefois de ne pas provoquer de résistances pour d'autres maladies 

co-endémiques comme le paludisme dans plusieurs pays (Keiser et al. 2009). Ainsi, des 

études sur les effets des trioxaquines ont été engagées au laboratoire (Boissier et al. 2009b; 

Pradines et al. 2011; Portela et al. 2012). Ce sont des drogues hybrides de deux principes 

actifs (le trioxane et l’aminoquinoline) qui ont été initialement développées comme anti-
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malarique pour cibler l’hème des parasites, mais qui n’ont jamais été utilisées dans le 

traitement et le contrôle du paludisme. Les premiers résultats ont montré leur efficacité à tous 

les stades de développement du schistosome. Cette médication agit mieux sur les stades 

larvaires que le PZQ mais est nettement moins bonne sur les stades adultes. L’association de 

ces deux thérapies est actuellement en cours d’essais cliniques pour optimiser leurs effets à 

tous les stades de développement du schistosome (Portela et al. 2012). 

 

1.2.6.2. Traitements en échec 

 Certaines molécules utilisées pour soigner la bilharziose n’ont pas été convaincantes pour 

divers motifs tels que la toxicité, un effet moindre sur certain stade de développement 

(Tableau 2). 

Tableau 2: Historique des composés présentant des propriétés antischistosomiases. Ces traitements ont été 
démontrés comme ayant une activité chez l’animal et/ou l’homme (Cioli 1998; Laurent 2006). 

Dates de première utilisation Composés Remarques 

1900 av. JC Antimoine D’après d’anciens papyri 

1918 Dérivés de l’antimoine Très toxique 

1920 Emétine Moyennement active et toxique 

1955 Métrifonate Utilisé en Afrique 

1962 Lucanthone Remplacé par l’hycanthone 

1964 Niridazole Oral et moyennement actif 

1965 Hycanthone Mutagène et apparition de résistance 

1969 Oxamniquine Utilisée en Afrique mais apparition de résistance 

1976 Amoscanate Testé en Chine et toxique 

1978 Ro-11 3128 Benzodiazépine, actif sur vers immatures 

1978 Oltipraz Toxique 

1981 Cyclosporine A Testé en laboratoire 

 

Ces traitements ont été supprimés parce ce qu'ils étaient trop toxiques ou avaient des effets 

secondaires non négligeables pour l'homme (ex: antimoines et dérivés, émétine, lucanthone, 

hycanthone, amoscanate, benzodiazépine et oltipraz); d’autres parce qu'ils n’étaient pas assez 

actifs contre le parasite ou ne présentaient pas de spécificité propre à la maladie (ex: le 

niridazole; la cyclosporine qui a une activité antiparasitaire contre le paludisme, la 

leishmaniose, la toxoplasmose) ; d’autres enfin en raison de l’existence de résistances qui 

peuvent être acquises ou innées (ex: métrifonate, hycanthone, oxamniquine).  

La résistance acquise à une molécule résulte de la perte de la sensibilité des parasites 

précédemment sensibles qui se transmet de manière génétique (Cioli et al. 1993). Elle est 
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consécutive à une ou plusieurs mutations sélectionnées par la molécule et transmises aux 

générations suivantes. La résistance innée est l'insensibilité des parasites à une molécule alors 

qu’ils n’ont jamais été exposés à celle-ci. Cette résistance se traduit par une différence de 

sensibilité de souches géographiquement éloignées soumises à la seule sélection naturelle. 

 Dans ces travaux de thèse, nous avons retenu les molécules hycanthone et lucanthone pour 

étudier la réponse adaptative du parasite S. mansoni à une drogue entrainant un phénomène de 

résistance dès la première génération.  

 En 1971, Rogers et al. relatent le premier cas de résistance à l’hycanthone obtenu en 

laboratoire (Rogers & Bueding 1971). Ces études présentent cette résistance comme une 

induction liée au traitement, sans sélection de mutations dans une population. Cette résistance 

est stable et peut perdurer sur plusieurs générations, en passant ainsi de 69% à 100% à travers 

7 générations (Jansma et al. 1977). 

 Le lucanthone est une molécule active contre S. mansoni et S. haematobium. Le mode 

d’administration de ce médicament se fait uniquement par voie orale, puisqu’aucune activité 

n’est notée par injection. L’oxydation du lucanthone par Aspergillus sclerotiorum en 

hycanthone restaure l’activité. La biooxydation de l’hycanthone (Figure 17, 1) donne le 

lucanthone (Figure 17, 2) qui est converti par une enzyme (une kinase ou une 

sulfotransférase) en un ester (Figure 17, 3) (E étant un groupement phosphate ou sulfate, 

respectivement). Dans tous les cas, l’ester (Figure 17, 3) possède un groupement partant : une 

dissociation non enzymatique génère l’ion 4 (Figure 17) ou le composé 4a (Figure 17) qui 

s’intercale et alkyle l’ADN pour donner le composé covalent 5 (Figure 17). Par la suite, un 

mécanisme similaire a été proposé pour l’oxamniquine (Archer 1985; Laurent 2006) (Tableau 

2). 
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Figure 17: Proposition d’un mécanisme d’action pour l’hycanthone et le lucanthone. La biooxydation de 
l’hycanthone (1) donne le lucanthone (2) qui est converti par une enzyme en ester (3). L’ester (3) génère l’ion 
(4) ou le composé (4a) pour donner le composé covalent (5) (Cioli et al. 1985). 

 

 Pour être actif, l’hycanthone a besoin d’être métabolisé par des enzymes du schistosome 

(Cioli et al. 1985). La résistance serait due à l’absence d’activité enzymatique d’une enzyme 

de type estérase, qui serait active chez les parasites sensibles, mais inactive chez les individus 

résistants. Cette hypothèse a été validée en soumettant des vers adultes résistants à la forme 

ester de la molécule hycanthone, qui deviennent sensibles à la molécule estérifiée. Elle 

conduit à admettre que l’enzyme responsable de l’estérification de l’hycanthone est 

indispensable pour rendre la molécule active, son absence entraînant chez certains individus 

une résistance (Cioli et al. 1985). Ces résultats sont en accord avec les travaux sur la 

récessivité de ce trait. Lorsque des vers adultes résistants sont croisés avec des adultes 

sensibles, le trait « résistance » apparaît comme un trait récessif (Cioli & Pica-Mattoccia 

1984). Tous ces travaux sont en adéquation avec les observations pharmacologiques et 

biochimiques (Cioli et al. 1985; Pica-Mattoccia et al. 1988; Archer et al. 1990). Des études 

plus récentes concluent que cette résistance est due à un seul gène récessif autosomal dans la 

mesure où les croisements (adultes sensibles x adultes résistants) ont montré que cette 

résistance n’est pas directement liée au sexe des parents (mâle ou femelle résistants) et que de 

ce fait ce trait est récessif et autosomal. Tous les croisements et backcrosses réalisés corrèlent 

avec les valeurs attendues dans la loi de la génétique mendélienne (Cioli et al. 1992).  
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 Une question persiste toujours : Est ce que cette résistance résulte de l’apparition de 

nouveaux variants phénotypiques ou ces variants sont-ils déjà présents mais non exprimés en 

absence de traitement (phénotypes cryptiques)? Cette problématique constitue notre première 

énigme à résoudre au cours de cette thèse (énigme 1 « Adaptation rapide de Schistosoma 

mansoni à une drogue anti-helminthe »). Pour cela nous émettons l’hypothèse que cette 

résistance peut être liée à une hétérochromatisation, autour de certains gènes, entraînant leur 

inactivation et la capacité à résister à la drogue, après le traitement. Cette résistance pourrait 

être due à une épimutation. 

 

1.2.7. Phénomène de compatibilité  

 C’est au niveau de l’interaction avec l’hôte intermédiaire mollusque, que des études 

antérieures ont mis en avant une caractéristique particulière : le polymorphisme de 

compatibilité (Théron et al. 1997; Roger et al. 2008b; Roger et al. 2008c). Lors de cette 

interaction, les mécanismes d’infectivité du parasite et de défense de l’hôte sont à l’équilibre, 

ce qui conduit à la coexistence de phénotypes d’hôtes et de parasites compatibles et 

incompatibles. Le parasite soumis à un « environnement-hôte » va pouvoir exprimer 

différents phénotypes compatibles ou incompatibles vis-à-vis de cet environnement-hôte 

mollusque. Ainsi, certains individus parasites (compatibles) pourront se développer 

normalement dans l’hôte mollusque, alors que d’autres (incompatibles) seront immédiatement 

reconnus, encapsulés et tués par les cellules immunitaires du mollusque (Figure 18). 

 

 

Figure 18: Schéma du polymorphisme de compatibilité S. mansoni/B. glabrata. Dans une combinaison 
compatible (bleue) le parasite se développe dans son hôte, et dans une combinaison incompatible (rouge) le 
parasite est reconnu, encapsulé et détruit pas les cellules immunitaires de l’hôte (Mitta et al. 2012).  
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Ce phénomène de compatibilité vis à vis d’une souche mollusque est observé pour plusieurs 

souches de parasite présentes au laboratoire. Certaines souches de parasites seront plus 

compatibles avec une souche allopatrique particulière. Ainsi, la souche de parasite S. mansoni 

issue du Brésil (SmBre) est 100% compatible avec son hôte sympatrique B. glabrata Brésil 

(BgBRE), alors qu’elle présente différents seuils d’incompatibilité avec d’autres souches 

allopatriques: 89% de SmBre infeste une souche de mollusque issue de Guadeloupe (BgGUA) 

alors que seuls 78% infeste une souche de mollusque issue du Venezuela (BgVEN) (Figure 

19). 

 

Figure 19: Phénomène de compatibilité pour une souche de parasite SmBre (S. mansoni Brésil). Cette 
souche est capable d’infester à 100% la souche de mollusque sympatrique BgBRE (B. glabrata Bresil), à 89% et 
78% une souche allopatrique BgGUA (B.a glabrata Guadeloupe) et une souche allopatrique BgVEN (B. 
glabrata Venezuela), respectivement. 

 

 La compatibilité entre S. mansoni et B. glabrata repose sur l’expression par le parasite, 

d’épitopes qui pourraient être identifiés ou non par les molécules de reconnaissance 

immunitaire de l’hôte (Roger et al. 2008b; Roger et al. 2008c). Ce modèle implique qu’il 

existe chez les hôtes et les parasites, des répertoires polymorphes et/ou diversifiés d’épitopes 

et de molécules de reconnaissance, avec concordance ou non entre ces deux répertoires 

constituant la base fonctionnelle du polymorphisme de compatibilité (Moné et al. 2010).  

Dans le cadre des thèses d’Emmanuel Roger et Yves Moné, au sein de notre laboratoire, des 

études comparatives entre souches ont permis de mettre en évidence des molécules 

potentiellement engagées dans cette compatibilité hôte/parasite. Les molécules principales 

sont des protéines polymorphes de type mucines, nommées S. mansoni Polymorphic Mucins 

(SmPoMucs) (Roger et al. 2008c) qui sont connues pour être impliquées dans les relations 

hôte-parasite à divers niveaux (pénétration dans l’hôte, évasion immunitaire). Ces mucines 
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spécifiques ne sont exprimées qu’aux stades interagissant avec le mollusque (miracidium et 

sporocystes) et sont localisées dans la glande apicale du parasite (un organe sécréteur). Ces 

protéines présentent un polymorphisme d’expression individuel, sous la forme d’une 

combinaison propre à chaque individu. Les SmPoMucs sont donc des candidats de choix pour 

être des acteurs du polymorphisme de compatibilité en tant qu’antigènes polymorphes 

susceptibles d’être identifiés par les molécules de reconnaissance du système immunitaire de 

l’hôte B. glabrata.  

Des incubations de plasma de B. glabrata avec des antigènes de trématodes ont amené à la 

formation de complexes moléculaires (Adema et al. 1997; Hertel et al. 2005), dans lesquels 

les molécules de B. glabrata ont été caractérisées et nommées FREPs (Fibrinogen Related 

Proteins) (Adema et al. 1997). Les SmPoMucs peuvent interagir avec les ligands des FREPs 

(Roger et al. 2008b). Pour mieux comprendre ce phénomène, des expériences ont été menées 

pour identifier les protéines présentes dans le plasma de l’hôte au contact avec le parasite, 

ainsi que pour identifier, par co-immunoprécipitation, l’interaction FREPs/SmPoMucs (Moné 

et al. 2010).  

L’analyse des complexes immunoprécipités suggère que les processi de reconnaissance entre 

S. mansoni et B. glabrata sont multifactoriels et impliquent divers récepteurs immunitaires de 

l’hôte et différentes protéines du parasite. D’autres études ont montré que chaque individu S. 

mansoni exprime un profil particulier de SmPoMucs (Roger et al. 2008b) qui peut être 

reconnu ou non par des profils particuliers de FREPs exprimés par les mollusques infestés 

(Moné et al. 2010). Suite à ces études, il a été émis comme hypothèse qu’un des processi de 

reconnaissance serait issu des combinaisons FREPs/SmPoMucs exprimés par les individus S. 

mansoni et B. glabrata au cours de leur interaction. Cette combinaison pourrait aboutir aux 

statuts compatibles ou incompatibles présentés précédemment (Moné et al. 2010). 

 Toutes ces expérimentations expliquent comment la souche de S. mansoni importée en 

Amérique du Sud a réussi à s’adapter, se développer et se maintenir. Elle a été confrontée à 

des environnements changeants de celui initial en Afrique, et à des souches de mollusques 

différentes. Pour survivre S. mansoni a été capable d’infester des hôtes intermédiaires mais 

comment a-t-il réussi à s’adapter? Cette problématique constitue notre deuxième énigme à 

résoudre au cours de cette thèse (énigme 2 « Adaptation rapide de Schistosoma mansoni à 

l’Amérique du Sud »). 
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1.3. Évolutions expérimentales sous pression de sélection : drogues anti-helminthes et 

hôte intermédiaire allopatrique 

 Dans le cadre de cette étude, différentes conditions biotiques (hôte sympatrique vs hôte 

allopatrique) et abiotiques (drogues anti-helminthes) ont été retenues afin d’évaluer leurs 

influences sur l’épigénome du parasite, confrontées à des traits d’histoire de vie et des profils 

de transcription globaux et/ou ciblés. Pour résoudre nos deux questions principales : 

« Adaptation rapide de S. mansoni à une drogue anti-helminthe » (énigme 1) et « Adaptation 

rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud » (énigme 2), le choix de la souche de parasite est 

primordial. Nous avons donc opté pour une souche de laboratoire issue du Brésil (SmBre) car 

elle présente un fond génétique très homogène sur 14 marqueurs microsatellites neutres.  

 Pour la première énigme à résoudre « Adaptation rapide de S. mansoni à une drogue anti-

helminthe », nous avons choisi l’hycanthone et le lucanthone (drogues anciennement utilisées 

dans le contrôle de la bilharziose), car elles entraînent une forte résistance dès la première 

génération traitée et cette résistance est transmissible aux générations suivantes (Jansma et al. 

1977). Des études antérieures ont démontré que cette résistance était due à un seul gène 

récessif autosomal (Cioli et al. 1992). Notre problématique de travail a donc été de déterminer 

si l’usage de cette drogue induit l’apparition de nouveaux variants phénotypiques résistants ou 

si ceux-ci préexistent dans la population initiale.  

Ce modèle d’étude est à notre avantage puisque nous avons la capacité d’obtenir des 

populations clonales par la reproduction asexuée qui a lieu dans le mollusque.  

En nous basant sur les recherches de Luria & Delbrück (Luria & Delbrück 1943), ainsi que 

sur les études de Lederberg & Lederberg (Lederberg & Lederberg 1952), nous avons imaginé 

une évolution expérimentale nous permettant de discriminer entre une induction de nouveaux 

variants dans une population ou une prédisposition (variants déjà présents dans la population) 

de certains individus, en utilisant la souche de parasite S. mansoni Brésil (SmBre), le 

mollusque sympatrique Brésil (BgBRE) et l’hôte définitif souris. En observant plusieurs 

populations clonales de SmBre après traitement à l’hycanthone ou au lucanthone, nous avons 

pu établir que les phénotypes différaient entre les clones et au sein de chaque clone, en 

comparaison aux lots témoins sans traitement. Nous avons également réalisé une étude 

épigénétique sur les vers adultes résistants par la technique de ChIP-seq, afin de comparer les 

profils chromatiniens entre des individus résistants et des individus non traités.  
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 Pour notre deuxième énigme « Adaptation rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud », 

nous avons choisi une souche de parasite spécifique d’une souche de mollusque (souche de 

mollusque sympatrique) qui est tout de même capable d’infester une autre souche de 

mollusque (souche de mollusque allopatrique) avec une valeur sélective moindre et deux 

souches de laboratoire issues d’isolats géographiques différents. Ainsi, nous avons retenu le 

parasite S. mansoni Brésil (SmBre) pour son fond génétique stable, le mollusque sympatrique 

B. glabrata de Brésil (BgBRE), le mollusque allopatrique B. glabrata de Guadeloupe 

(BgGUA) provenant d’un autre isolat géographique et présentant des différences 

phénotypiques et génétiques du mollusque sympatrique.  

Une population de parasite SmBre est confrontée à des mollusques sympatriques (BgBRE) 

ainsi qu’à des mollusques allopatriques venant d’un isolat autre géographique (BgGUA). Les 

cycles sont maintenus pendant trois générations successives. Durant ces 3 générations, 

plusieurs traits d’histoire de vie sont mesurés (sexe-ratio, infectivité, prévalence) ainsi que 

l’effet immunopathologique du parasite sur l’hôte définitif (mesure de la réaction 

inflammatoire de la rate). Toutes ces mesures ont pu être confrontées à des données 

épigénétiques (issues de ChIP-PCRq et ChIP-seq) et à des données transcriptomiques (RNA-

seq et PCRq) afin de caractériser la réponse du parasite lorsqu’il est exposé à des 

environnements différents.  

Les études de réponse au stress biotique (changement d’hôte) ont fait ressortir un trait de vie 

variable entre la condition sympatrique et la condition allopatrique : le sexe-ratio des cercaires 

suite au développement au sein de l’hôte allopatrique.  

Ainsi, lorsque le parasite se multiplie dans un mollusque sympatrique, le sexe-ratio des 

cercaires émises est équilibré voire biaisé en faveur des mâles (Boissier & Moné 2000) alors 

que dans la condition allopatrique, un enrichissement en femelles est observé dans la 

population de cercaires émises lorsque le parasite a changé d’environnement. Ce sexe-ratio 

biaisé en faveur des femelles est retrouvé au sein de l’hôte définitif mais ensuite à la 

reproduction sexuée au sein de cet hôte vertébré, les sexes-ratios des miracidia excrétés sont 

de nouveau équilibrés voire biaisés en faveur des mâles. 

 Une problématique a ainsi émergé de ces expériences et a mené à la troisième question 

scientifique: Comment le sexe est-il déterminé chez S. mansoni ? (énigme 3 

« Différenciation sexuelle sans présence de gène W-spécifiques dans un système ZW »).  
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Nous savons que le parasite S. mansoni possède des chromosomes sexuels et fait partie du 

système ZZ/ZW avec une femelle hétérogamétique. Il présente également, tout au long de son 

cycle de vie, des sexes séparés mais ce dimorphisme sexuel n’apparaît qu’au stade adulte (aux 

stades larvaires, miracidia et cercaires, aucun dimorphisme sexuel n’est observable). De ce 

fait, lors de l’étude de l’impact de l’environnement-hôte intermédiaire sur le parasite, nous 

avons décidé d’étudier les bases moléculaires du déterminisme sexuel chez S. mansoni, afin 

de proposer un modèle pour l’émergence des chromosomes sexuels dans les systèmes ZW. 

 

 Toutes ces évolutions expérimentales nous ont permis de quantifier et qualifier certains 

mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse adaptative de S. mansoni tant à un stade 

larvaire (cercaire) qu’au stade adulte et sous plusieurs influences environnementales 

(traitement anti-helminthes, hôte intermédiaire allopatrique), afin de donner des éléments de 

réponse à nos trois énigmes : (1) « Adaptation rapide de S. mansoni à une drogue anti-

helminthes », (2) « Adaptation rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud », (3) 

« Différenciation sexuelle en l’absence de gène W-spécifiques dans un système ZW » 

 

 

2. Objectifs de la recherche doctorale 

 Cette recherche doctorale - dont l'enjeu rappelons le est primordial dans la lutte contre la 

bilharziose intestinale qui cause plus de 200 000 décès par an - a permis d’évaluer la réponse 

adaptative du parasite S. mansoni lorsqu’il est confronté à des environnements différents. 

 Pour la première fois depuis l’apparition des techniques de séquençage massif, la réponse 

adaptative d’un parasite humain a pu être quantifiée, qualifiée et analysée par des études de 

transcriptomique et épigénomique globales. Nous avons ainsi généré les premiers 

transcriptomes sur trois générations successives et le premier épigénome d’un parasite 

métazoaire. 

Grâce à ces avancées techniques, nous pouvons maintenant raisonner à l’échelle globale du 

génome, et non par expériences ciblées gènes par gènes. Par ailleurs, toutes ces données 

moléculaires ont pu être confrontées à des données concrètes de traits de vie, accessibles tout 

au long du cycle de développement du parasite dans différents environnements. Enfin, nous 

avons pu proposer un modèle sur l’émergence des chromosomes sexuels chez les espèces ZW 

(Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2), lorsque nous avons étudié les bases moléculaires du 
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déterminisme sexuel chez cette espèce présentant une sexualité particulière, pour résoudre 

l’énigme « Adaptation rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud ». 

 

 Pour les expériences de traitements anti-helminthes (Figure 20 A), seules les analyses 

épigénétiques de la première génération de vers adultes résistants ont pu être menées.  

 Lors des expériences allopatriques (Figure 20 C) : le séquençage et l’analyse des 3 

générations au niveau transcriptomique ont pu être réalisés mais pour l’étude de la structure 

chromatinienne, seule la 3e génération a pu être séquencée et analysée. 

 

Figure 20: Synthèse des analyses réalisées au cours de cette thèse. Différentes conditions environnementales 
ont été choisies (environnement A : l’hôte définitif traité ou non à l’hycanthone/lucanthone, environnement C : 
l’hôte intermédiaire sympatrique ou allopatrique). Dans le cadre des expériences avec le traitement anti-
helminthe, les analyses de ChIP-seq ont porté sur la première génération d’individus résistants et sensibles. 
Dans le cadre des expériences hôte sympatrique vs allopatrique, les analyses de ChIP-seq ont été menées sur la 
troisième génération alors que les analyses RNA-seq sont mises en œuvre sur les trois générations pour les deux 
conditions. 



 
 
 
 
 
 
 
 

CHAPITRE 2 

 

Matériel et Méthodes 
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1. Matériel biologique 

1.1. Énigme 1 « Adaptation rapide de S. mansoni à une drogue anti-helminthe » 

Pour répondre à cette interrogation, nous avons opté pour la souche de laboratoire S. 

mansoni issue d’un isolat brésilien (SmBre pour S. mansoni Brésil), car elle présente un fond 

génétique homogène sur 14 marqueurs microsatellites neutres (Bech et al. 2010). Cette 

souche de parasite a été maintenue par des passages successifs à travers son hôte 

intermédiaire spécifique, B. glabrata Brésil (BgBRE pour B. glabrata Brésil), et un hôte 

définitif murin, Mus musculus. 
 

Pour le traitement avec l’hycanthone, nous avons préalablement procédé à des infestations 

monomiracidiales (un miracidium par mollusque) afin d’obtenir des populations clonales de 

cercaires. En effet, un seul miracidium est capable de se développer au sein de l’hôte, se 

métamorphoser en sporocyste primaire puis secondaire et se multiplier de manière asexuée en 

une population de cercaires clonales unisexuées (Boissier et al. 2003b).  

Suite à ces infestations, le sexe de chaque clone a été testé par analyse de marqueurs 

spécifiques (technique expliquée ci-après) afin de produire cinq populations clonales de 

cercaires de sexe mâle. Les infestations de souris ont été mises en œuvre de façon contrôlée, 

en les anesthésiant une heure, puis en leur rasant le ventre pour que les cercaires (140) 

pénètrent plus facilement. Pour chaque clone, dix souris ont été infestées. Après 62 jours post-

infestation, cinq ont été traitées à l’hycanthone en une seule injection intramusculaire de 60 

mg/kg (environ 1,8 mg/individu pour un poids moyen de 30g) et les cinq autres ont reçu un 

traitement contrôle (NaCl 150 mM) (Figure 21). Ensuite, les souris ont toutes été euthanasiées 

à 57 jours post-traitement (cf. les conditions utilisées dans les études de (Jansma et al. 1974; 

Jansma et al. 1977)). 
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Figure 21: Protocole expérimental utilisé pour les traitements à l’hycanthone. Suite à des infestations 
monomiracidiales, cinq clones mâles ont été choisis pour infester deux lots de souris : un lot non traité et un lot 
traité avec la molécule hycanthone.  
 

Pour le traitement au lucanthone, nous avons préalablement réalisé des infestations 

monomiracidiales afin d’obtenir des populations clonales de cercaires. Ensuite, le sexe de 

chaque clone a été testé par analyse de marqueurs spécifiques (technique expliquée également 

par la suite), afin de sélectionner cinq populations clonales de cercaires de sexe mâle et cinq 

populations clonales de cercaires femelles. Les infestations des souris se sont faites de façon 

contrôlée avec 70 cercaires mâles et 70 cercaires femelles, pour former des couples de clones. 

Dix souris ont été infestées avec un couple de clones. À 62 jours post-infestation, cinq ont été 
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traitées au lucanthone par ingestion journalière de 20 mg/kg (soit 0,3 mg/individu de poids 

moyen 30g) pendant trois jours consécutifs et les cinq autres souris, ont été traitées avec un 

traitement contrôle NaCl (150 mM) (cf. les conditions utilisées dans les études de (Jordan & 

Randall 1962)). L’euthanasie des souris est intervenue 13 jours post-traitement en raison 

d’une forte mortalité, ce qui n’influence pas les résultats puisque le temps de demie-vie du 

lucanthone est de 24 heures (Blair 1958). L’évolution expérimentale est sensiblement la 

même que pour le traitement à l’hycanthone (Figure 21), à la différence que les souris sont 

infestées avec des couples de clones (deux sexes).  
 

Pour chaque expérience, les vers adultes sont récupérés par perfusion de la veine porte, 

dans une solution dosée à 0.8 % (w/v) NaCl et à 0.8 % (w/v) Trisodium Citrate (Théron et al. 

1997). Ensuite, une vérification du système digestif est effectuée afin de trouver les adultes 

non emportés par la perfusion. Puis les adultes sont dénombrés et stockés à sec à -80°C, en 

prévision des analyses de biologie moléculaire. 
 

 

1.2. Énigme 2 « Adaptation rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud » 

Pour répondre à cette question, nous avons utilisé la souche parasite de laboratoire S. 

mansoni issue d’un isolat brésilien (SmBre pour S. mansoni Brésil) en raison de son fond 

génétique homogène. Pour les hôtes intermédiaires, nous avons opté pour deux souches de 

mollusques B. glabrata, la première provenant du même isolat géographique brésilien que la 

souche de parasite choisie qui représente la condition sympatrique (BgBRE pour B. glabrata 

Brésil), la deuxième provenant d’un isolat géographique différent, Guadeloupe (BgGUA pour 

B. glabrata Guadeloupe) qui représente la condition allopatrique. 

Dans la combinaison SmBre/BgBRE (sympatrique), le parasite SmBre est capable d’infester, 

de se développer et de  se maintenir dans BgBRE alors que dans l’association SmBre/BgGUA 

(allopatrique), un certain nombre de parasites SmBre sont reconnus, encapsulés et détruits par 

les cellules immunitaires de l’hôte BgGUA. Seule une proportion d’individus SmBre arrive à 

infester, se développer et se maintenir dans la souche allopatrique. Chaque condition a été 

perdurée sur trois générations successives en conservant toujours la même souche d’hôte 

intermédiaire (Figure 22) et en passant par un hôte définitif murin femelle pour normaliser 

tous les cycles, le sexe de l’hôte définitif pouvant influencer la réponse inflammatoire liée à 

l’infestation par S. mansoni (Boissier et al. 2003a).  
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Figure 22: Protocole expérimental de changements d’hôte intermédiaire. Une même population initiale de 
miracidia, issue de la souche S. mansoni Brésil (SmBre en vert), a servi à infester une population sympatrique 
de mollusque de la souche B. glabrata Brésil (BgBRE en vert) et une population allopatrique de mollusques de 
la souche B. glabrata Guadeloupe (BgGUA en rouge). Ces cycles sont maintenus dans les hôtes intermédiaires 
définis sur trois générations successives.  

 

 Toutes les modalités précises d’infestation, de maintien de cycle et de récupération des 

échantillons sont décrites dans la publication en préparation (Lepesant et al. in prep.) (Annexe 

1). 
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1.3. Énigme 3 « Différenciation sexuelle en l’absence de gènes W-spécifique dans un 

système ZW » 

 Pour résoudre cette interrogation, les différents stades de développement de S. mansoni 

(miracidia, cercaires, adultes) ont été collectés selon les protocoles établis (Théron et al. 1997; 

Boissier et al. 2003b). Des infestations monomiracidiales ont été faites comme 

précédemment, afin d’avoir des populations cercariennes unisexes. Tous les détails 

d’échantillonnage et maintien de cycle pour cette étude sont décrits dans la publication ci-

jointe (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). 

 

2. Analyses statistiques et de génétique des populations 

Les analyses statistiques et de génétique des populations ont été réalisées, en collaboration 

avec J. Boissier, sous les logiciels SPSS 18.0 et Fstat 2.9, respectivement, pour les résultats 

obtenus dans les expériences de changement d’hôte (sympatrique vs allopatrique). 

Afin d’étudier les variances, un test paramétrique de Levene a été utilisé. En revanche, pour 

comparer deux populations ou plus de deux populations indépendantes, nous nous sommes 

servis des tests non-paramétriques de Mann-Whitney et Kruskall-Wallis, respectivement. 

En ce qui concerne les analyses de génétique des populations, nous avons vérifié que les 

populations sont à l’équilibre d’Hardy-Weinberg, et que les loci ne sont pas en déséquilibre 

de liaison. La différenciation génétique entre deux populations a été estimée avec les indices 

de Wright (Fst). La diversité génétique a été mesurée par le pourcentage d’hétérozygotes (He) 

et la richesse allélique (An). 

Pour les tests statistiques et de génétique des populations nous avons choisi un seuil de 

significativité p>0.05. 

 

3. Traits d’histoire de vie  

Les différents traits d’histoire de vie mesurables dans un cycle de développement de S. 

mansoni sont : les sexes-ratios à tous les stades, l’infectivité des cercaires, la prévalence des 

mollusques infestés, l’intensité de l’infestation, l’émission cercarienne et sa chronobiologie.  

Lors des travaux constituant cette thèse, nous avons quantifié les principaux de traits 

d’histoire de vie, notamment les sexes-ratios à tous les stades, l’infectivité des cercaires et la 

prévalence de mollusques infestés. Nous avons également évalué l’effet du parasite sur la 
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réponse inflammatoire de l’hôte vertébré en calculant le ratio du poids de la rate sur le poids 

total de la souris.  

Le sexe-ratio au stade adulte, se fait par le dénombrement des adultes développés au sein de 

l’hôte murin, alors que le sexe-ratio des deux populations larvaires (miracidia et cercaires) est 

estimé par une analyse par PCR utilisant un marqueur sexe spécifique et un marqueur 

autosomal (Portela et al. 2010; Lepesant et al. 2012a). Le sexage des populations larvaires est 

expliqué plus en détail ci-après. 

L’infectivité des cercaires est quantifiée en calculant le ratio du nombre d’adultes développés 

au sein de l’hôte vertébré sur le nombre de cercaires mises à son contact dans le cadre de 

l’infestation contrôlée. 

La prévalence des mollusques infestés est évaluée en observant au travers des coquilles, les 

sporocystes développés au niveau de l’hépatopancréas, afin de déterminer le pourcentage de 

mollusques parasités par rapport au nombre total de mollusques exposés au parasite. Cette 

proportion est vérifiée par l’observation de l’émission cercarienne. 

Au stade adulte, les effets immunopathologiques du parasite sur la souris sont établis en 

mesurant sa réaction inflammatoire qui est quantifiable en calculant le ratio du poids de la rate 

sur le poids total corporel. Ainsi, une souris saine a une rate d’environ 0,40% de son poids 

total (Boissier, communication personnelle) alors qu’une souris malade de la bilharziose a une 

une rate équivalant à environ 2% de son poids total, voire plus. 

 

4. Techniques de biologie moléculaire et cellulaire 

4.1. Sexage et génotypage des stades larvaires  

 Le sexage est réalisé sur 22 à 34 individus extraits individuellement par une technique 

d’extraction d’ADN rapide mise au point au laboratoire (Beltran et al. 2008). Les 

amplifications PCR sont ensuite effectuées avec un marqueur femelle spécifique et un 

marqueur autosomal présent chez le mâle et la femelle. Ces PCRs sont réalisées en multiplex 

et sont ensuite analysées sur gel ou séparées par capillaires (LabChip) donnant des 

électrophérogrammes ou des profils de bandes précisant les tailles des produits amplifiés pour 

discriminer les individus mâles des individus femelles. Ainsi, les mâles présentent un profil 

pic unique (gène autosomal commun mâle/femelle) alors que les femelles présentent un profil 
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avec deux pics, un pic correspondant à la séquence femelle spécifique alors que l’autre 

correspond au marqueur autosomal (Lepesant et al. 2012a) (Figure 23) . 

 

Figure 23: Électrophérogrammes pour un génotype mâle et un génotype femelle. Les individus mâles (bleu) 
se caractérisent par un profil avec un seul pic (191pb), correspondant au marqueur autosomal des mâles et des 
femelles. Les individus femelles (rose) présentent des profils avec deux pics (191 pb et 396 pb) correspondant 
respectivement au marqueur autosomal et au marqueur femelle spécifique. 

 

 Le génotypage est réalisé à partir de la même extraction d’ADN que celle prévue pour le 

sexage. Quatorze marqueurs microsatellites neutres sont utilisés : SMC1, SMDO11, Smbr16, 

R95529, SMD57, SMDA28, SmBr1, SMD28, SCMSMOXII, SMS7-1, Smbr10, Smbr13, 

SMD25, L46951 (Durand et al. 2000; Blair et al. 2001; Curtis et al. 2001; Rodrigues et al. 

2002; Rodrigues et al. 2007). Les fragments amplifiés sont ensuite analysés grâce à un 

séquenceur automatique Beckman Coulter (Bech et al. 2010).  

 

4.2. ImmunoPrécipitation de la Chromatine (ChIP) 

 Le protocole d’immunoprécipitation de la chromatine appliqué à S. mansoni a été au 

laboratoire (Cosseau et al. 2009) et est disponible sur le serveur MethDB (http://methdb.univ-

perp.fr/epievo/). 

La technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) (Figure 24) est une technique de 

choix à privilégier pour étudier la relation entre la modification des histones et l’expression de 

certains gènes, car elle repose sur les interactions antigènes-anticorps. 
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Figure 24: Principe d’immunoprécipitation de la chromatine. Une première digestion à la nucléase 
micrococcale permet de digérer entre les nucléosomes (en noir ADN sans modification des histones, en bleu 
ADN présentant une modification d’histone schématisée par le triangle vert). Une séparation entre le contrôle 
négatif et l’échantillon est ensuite réalisée. Une incubation avec ou sans anticorps spécifique de marque 
d’histone modifiée (triangle vert) a lieu, et une séparation sur billes de sépharose (jaune) permet la séparation 
entre les fractions liées et les fractions non liées. Une dernière étape d’extraction d’ADN a lieu avant d’envoyer 
les échantillons au séquençage massif ou pour l’analyse par PCRq.  

 

 Les modifications des histones sont des marques épigénétiques importantes qui influencent 

la structure de la chromatine et jouent un rôle dans la régulation de la transcription. La 

chromatine est présente sous deux formes :  

- l’euchromatine qui est à l’état décondensé. Elle est despiralisée et correspond à des 

zones de gènes actifs, pouvant être transcrits; 

- l’hétérochromatine qui est à l’état condensé. Ses histones sont hypoacétylées et 

hyperméthylées par rapport à l'euchromatine. Elle correspond à la partie de la 

chromatine inactive au niveau transcriptionnel. 
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 La spécificité et la force de l’interaction antigène-anticorps déterminent la qualité de 

l’immunoprécipitation. Les histones sont des protéines hautement conservées donc beaucoup 

d’anticorps commerciaux sont disponibles.  

La spécificité et l’efficacité des anticorps doivent préalablement être testées. Pour avoir une 

bonne indication de la spécificité, des expériences de Western Blot sont réalisées pour vérifier 

que les anticorps ne vont pas interagir avec d’autres protéines que celles d’intérêt. Si des 

bandes apparaissent à différentes tailles de celles attendues, d’autres anticorps pour la même 

cible sont alors testés. Idéalement une unique bande de la bonne taille est détectée, mais si elle 

n’est pas visible en Western Blot, l’anticorps sera tout de même testé en immunoprécipitation.  

Quand l’anticorps est validé par Western Blot, le ratio anticorps-chromatine est déterminé par 

titration. Pour une certaine quantité de chromatine, l’anticorps doit être en excès afin que la 

quantité de produits immunoprécipités ne dépende pas de la quantité d’anticorps utilisée. La 

titration est réalisée en utilisant une quantité croissante d’anticorps pour une même quantité 

de chromatine. A partir d’une certaine quantité d’anticorps, la quantité d’ADN 

immunoprécipité reste constante (Figure 25).  

 

 

Figure 25: Quantité d’ADN immunoprécipité en fonction d’une quantité croissante d’anticorps anti 
H3K4me3. Cette titration nous permet de déterminer le seuil de saturation où la quantité d’ADN ne dépend pas 
de la quantité d’anticorps, nous permettant de déterminer la quantité d’anticorps à utiliser. 

 

 Pour la suite des expériences, la quantité d’anticorps choisie est supérieure au seuil de 

saturation. Si aucun seuil n’est déterminé lors de la titration, l’anticorps n’est plus utilisé 

(Tableau 3). Cette titration est coûteuse en anticorps et en matériel biologique, mais une fois 

ces validations réalisées la reproductibilité de l’immunoprécipitation est assurée. 
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Tableau 3: Anticorps testés pour les analyses d’immunoprécipitation de la chromatine. Le nom des 
fournisseurs, numéro de lots, cibles, structure de la chromatine associée et quantités d’anticorps utilisées. 

Fournisseurs # lot Cibles Quantités d’anticorps Etats chromatiniens 

Upstate DAM16924924 H3K9ac 8 µl Euchromatine/Transcription active 

Upstate NG1680351 H3K4me3 4 µl Euchromatine 

Abcam 733951 H3K9me3 4 µl Hétérochromatine 

Diagenode A29900242 H3K27me3 8 µl Hétérochromatine 

Abcam 786671 H3 8 µl Histone H3 

 

 Dans le cadre de cette thèse, deux marqueurs hétérochromatiques (H3K9me3 et 

H3K27me3) et deux marqueurs euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) ont été utilisés, ainsi 

qu’un anticorps anti histone H3 pour la normalisation des données mais celui-ci n’a pas 

précipité assez de matériel (Cosseau, communication personnelle), d’où une absence de 

résultats suite au séquençage massif de ces échantillons.  

 La technique d’immunoprécipitation de la chromatine peut être associée à du séquençage 

massif type Illumina (ChIP-seq) (Cosseau et al. 2009) ou à de la PCR quantitative (ChIP-

qPCR) (Caby & Pierce 2009). Cette technique de ChIP-seq a été appliquée sur les trois 

générations des deux conditions, mais le séquençage massif n’a pu être mené que sur la 

troisième génération de la condition sympatrique et allopatrique.  

 

4.3. Extractions des ARNs totaux 

4.3.1. Pour les analyses de transcriptomique par RNA-seq  

 En vue du séquençage massif de l’ARN des cercaires (RNA-seq), pour l’analyse du 

transcriptome, un protocole d’extraction d’ARN total de cercaires a été mis en place après 

l’avoir adapté à partir de méthodes classiques telles que les extractions Trizol-Chloroforme 

couramment utilisées, et de procédés issus de kits d’extraction d’ARN, comme les kits 

QIAGEN (Rneasy® mini kit).  

La mise au point de ce protocole a été une étape cruciale car nous devions fournir, au Centre 

de séquençage avec lequel nous collaborions (Genomix Montpellier, MGX), une quantité 

minimale de bonne qualité d’ARN total malgré le peu du matériel biologique dont nous 

disposions. 

Nous avons donc optimisé toutes les étapes, du broyage des individus, en passant par les 

premières étapes d’extraction et d’élimination de contaminants génomiques, à la purification 
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finale. Ce protocole est disponible sur le serveur MethDB (http://methdb.univ-perp.fr/epievo/) 

pour une quantité maximale de 5000 cercaires à extraire. 

 

4.3.2. Pour les quantifications relatives ciblées par PCRq 

 L’extraction d’ARN total, en vue de la quantification de la transcription de ces séquences 

répétées femelles spécifiques par PCR quantitative, est mise en œuvre selon un protocole 

classique d’extraction Trizol-Chloroforme. Une élimination des contaminants d’ADN 

génomique est obligatoire en utilisant une enzyme DNase. Les ARNs totaux, une fois extraits 

et purifiés, sont reverse-transcrits selon le protocole Superscript II RT de chez Invitrogen, 

puis les ADNs complémentaires (ADNc) sont purifiés sur colonne. 

 La quantification relative de la transcription est réalisée par PCR quantitative pour chaque 

séquence répétée identifiée spécifique femelle, à chaque stade de développement du parasite 

(miracidia, cercaires, adultes) par rapport à un gène de référence 28S (Annexe 2). 

 

4.4. FISH (Flurorescent In Situ Hybridization) 

Pour localiser les différentes séquences répétitives présentes sur le chromosome W, nous 

avons travaillé sur des métaphases issues de sporocystes tardifs (Hirai & LoVerde 1995). Pour 

chaque séquence répétée, des sondes spécifiques sont dessinées et validées, puis hybridées sur 

les cellules en métaphase (Hirai & LoVerde 1995). Les chromosomes sont ensuite colorés à 

l’iodure de propidium et observés avec un microscope à épifluorescence. Pour chaque 

séquence répétitive, nous avons étudié entre 7 et 34 métaphases femelles. Le protocole est 

détaillé dans la publication ci-jointe (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). 

 

5. Techniques d’analyses bioinformatiques 

5.1. Epigénome global : ChIP-seq 

Pour les expériences de ChIP-seq, la technique de séquençage à haut débit Illumina est 

retenue. Le séquençage des différents échantillons a été réalisé avec la plateforme de 

séquençage génomique Montpellier GenomiX (http://www.mgx.cnrs.fr/) ou de l’Université 

d’Oregon (http://www.cgrb.oregonstate.edu/faculty/freitag/). Le séquençage des échantillons 

d’immunoprécipitation de chromatine est réalisé en condition single-end et 50 paires de bases 

(50 pb). Le séquençage porte sur 4 conditions avec 4 anticorps spécifiques : H3K9Me3, 
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H3K27Me3, H3K9ac, H3K4me3 au stade adulte pour l’énigme 1 et au stade cercaire pour 

l’énigme 2. 

 Le séquençage commence par la préparation d’une banque comprenant cinq étapes : (1) 

réparations des extrémités des fragments d’ADN ou d’ARN, (2) ajout d’une base A aux 

extrémités, (3) ligation des adaptateurs aux deux extrémités, (4) purification sur gel pour une 

sélection de taille (400 pb +/- 40 dans notre cas), (5) amplification par PCR permettant aussi 

une sélection puisque seuls les fragments portant les deux adaptateurs seront amplifiés.  

La validation de la banque se fait par une quantification (concentration et taille des fragments) 

de l’ADN sur une puce Agilent DNA1000. 

 Suite à la construction et la validation de la banque, une génération de clusters et 

l’hybridation d’amorces de séquençage sont effectuées. Les fragments d’ADN sont hybridés à 

une flow-cell qui est une lame en verre sur laquelle sont fixées de façon covalente des 

séquences d’ADN complémentaires à celles des adaptateurs. Chaque flow-cell comprend 8 

pistes pour le traitement de 8 banques en même temps, de façon indépendante. Une fois les 

fragments d’ADN fixés à la flow-cell, une amplification isotherme est réalisée puis rendue 

possible par la formation de ponts ADN et la génération de populations clonale de fragments 

d’ADN (clusters). Les ponts sont ensuite linéarisés et l’extrémité libre des fragments d’ADN 

est fixée à la flow-cell pour l’hybridation de l’amorce de séquençage sur l’extrémité libre des 

fragments d’ADN fixés à la flow-cell. 

 Le séquençage est réalisé sur un HiSeq 2000 d’Illumina grâce à la technique SBS 

(Sequence By Synthesis). Cette dernière consiste en l’incorporation et la détection séquentielle 

de nucléotides par polymérisation en se servant des clusters d’ADN fixés à la flow-cell 

comme matrice. Chaque type de nucléotide est marqué par un fluorochrome (émettant après 

excitation à différentes longueurs d’ondes) et par un agent bloquant qui empêche 

l’incorporation de plusieurs nucléotides lors d’un même cycle de séquençage. A la fin de 

chaque cycle, un tampon de clivage est injecté dans chaque piste, permettant la coupure du 

fluorochrome et de l’agent bloquant pour chaque nucléotide incorporé. Cette étape sert à 

incorporer un nouveau nucléotide lors du cycle suivant. Un cycle de séquençage peut être 

découpé en plusieurs étapes répétées de façon cyclique : lavage, incorporation d’un 

nucléotide, lavage, détection, lavage, clivage.  
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 Le centre de séquençage vérifié la qualité dès le premier cycle. Pour cela, un rapport est 

généré sur l’analyse de la première base incorporée pour estimer : la densité en cluster sur 

chaque piste de la flow-cell, l’intensité du signal généré et la qualité du focus de l’appareil. 

La première étape informatique consiste à ôter les séquences des adaptateurs, par l’outil 

Cutadapt (Martin 2011) car elles sont toujours présentes dans les données issues du 

séquençage massif. Nous avons ensuite procédé à des analyses de qualité des séquences au 

format FastQ Sanger (Cock et al. 2010) par FASTX-Toolkit 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) (Figure 26). 

 

Figure 26: Exemple de boite à moustaches des scores de qualité pour l’anticorps H3K27me3. Les éléments 
de ce boxplot sont les suivants : la ligne noire dans chaque boxplot représente la médiane des scores de qualité, 
le cube rouge représente l’écart interquartile entre le premier quartile (25%) et le troisième quartile (75%), les 
traits rouges supérieurs et inférieurs représentent 10% et 90% des points de la distribution. L’arrière plan du 
graphique divise l’axe des ordonnées en 3 parties colorées : en vert une très bonne qualité, en jaune une qualité 
raisonnable et en rouge une mauvaise qualité. Les seuils de qualité bons, moyens ou mauvais sont fixés par 
l’expérimentateur. 
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En parallèle des analyses de qualité, la répartition des différents nucléotides selon les 

positions des reads (pb) est observée pour les différentes conditions (Figure 27). 

 

Figure 27: Exemple de graphique de distribution des nucléotides par position des séquences pour 
l’anticorps H3K27me3. En bleu le nucléotide A, en rouge le nucléotide C, en vert le nucléotide G, en jaune le 
nucléotide T, en rose N lorsque le séquençage n’identifie pas la base nucléotidique.  

 

 Une fois les adaptateurs ôtés, nous avons observé que l’analyse de la qualité des séquences 

était suffisamment bonne pour la suite du traitement des données. L’alignement des 

séquences, contre la version 5.2 du génome S. mansoni NMRI (Protasio et al. 2012), est 

réalisé grâce au logiciel Bowtie version 0.12.7 (Langmead et al. 2009) avec les paramètres -

p 4 ; -n 2 ; -m 1 ; --best ; --strata ; --chunkmbs 200. 

 

 Toutes les données traitées dans les analyses ChIP-seq sont résumées dans le Tableau 4 

avec le nombre de séquences obtenues par le centre de séquençage (Montpellier GenomiX), le 

nombre de séquences alignées et le nombre de séquences non alignées car répétées plusieurs 

fois dans le génome.  
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Tableau 4: Nombre de séquences utilisées à chaque étape de l’analyse ChIP-seq. Les analyses ont porté sur 
les échantillons issus de la condition sympatrique ou allopatrique la génération 3. 

 Sympatrique génération 3 Allopatrique génération 3 

 H3K9ac H3K4me3 H3K9me3 H3K27me3 H3K9ac H3K4me3 H3K9me3 H3K27me3 

total 62 998 112 45 327 579 52 905 182 64 834 197 46 668 170 23 711 850 46 500 180 44 631 970 

alignées 39 497 891 31 037 746 27 591 501 37 784 224 27 634 887 14 760 582 23 786 774 22 378 829 

non 
alignées 

(répétées) 
7 682 441 7 525 525 7 461 839 9 905 804 4 895 145 5 456 241 5 536 397 5 432 449 

 

Pour l’étude de ChIP-seq, une détection de pics et une visualisation graphique a pu être 

possible grâce aux outils : BayesPeak (Spyrou et al. 2009), PeakRanger (Feng et al. 2011) et 

T-PIC (Hower et al. 2011) afin de comparer les résultats obtenus avec différents logiciels et 

les intégrer ensuite dans un navigateur de génome (Genome Browser, GBrowse v2.42) (Stein 

et al. 2002), afin de les visualiser les résultats de façon graphique. PeakRanger est le logiciel 

le plus simple permettant la quantification des pics majoritaires (c’est-à-dire 

proportionnellement au nombre de séquences alignées à une certaine position) alors que les 

autres logiciels détectent des régions enrichies, sans assimiler une valeur d’intensité. 

BayesPeak (Spyrou et al. 2009) fonctionne selon un algorithme qui modélise les positions des 

fragments séquencés et détermine les positions de zones enrichies, basé sur une méthode 

statistique bayésienne et un modèle HMM (Hidden Markov Model). Le modèle probabiliste 

prend en compte les caractéristiques naturelles des données et les intègre dans un modèle 

HMM. Cette méthode divise le génome en régions équidistantes dont la taille n’est pas 

inférieure à la moitié de la longueur moyenne des fragments, ceci dépendant de l’expérience, 

de la longueur des sites d’intérêt et de la résolution attendue (Spyrou et al. 2009). 

PeakRanger (Feng et al. 2011) propose une stratégie dans laquelle la taille de fragment est 

fournie par l’utilisateur et non pas estimée par le nombre de séquences alignées, simplifiant 

ainsi la conception du logiciel tout en améliorant les performances. L’algorithme commence 

par rechercher le premier sommet de la région enrichie. Ce point maximal est calculé en 

multipliant la valeur du signal par Delta, qui est un facteur choisi par l’expérimentateur. Delta 

varie entre 0 et 1. Si le bruit de fond est conséquent, l’algorithme permet de faire des 

traitements supplémentaires avant de définir les maximums (Feng et al. 2011). 

T-PIC (Hower et al. 2011) (Tree shape Peak Identification for ChIP-seq) est basé sur un test 

statistique robuste. Plus précisément, ce logiciel définit et évalue la forme des pics pour 

distinguer les positions aléatoires de celles non aléatoires sur le génome. Le fichier d’entrée 
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correspond aux séquences alignées pour chaque condition. Chaque séquence contenant 

chaque paire de bases est alignée et le génome est divisé en plusieurs régions pour lesquelles 

des arbres sont construits. 

Tous les tests de logiciels ont été réalisés dans le cadre d’un stage de Master qui a mené à une 

thèse (David Roquis). Suite à la comparaison des différents logiciels, nous avons décidé de 

travailler avec le logiciel PeakRanger v1.16 puisqu’il est définitivement le plus simple 

d’application et le plus rapide. Ce logiciel a été utilisé avec les paramètres par défaut. 

 

5.2. Transcriptome global : RNA-seq 

 Pour les expériences de RNA-seq, la technique de séquençage à haut débit Illumina est 

retenue. Le séquençage des échantillons d’ARN, stade cercaire, est effectué en condition 

single end et 100 paires de bases (pb).  

 Préalablement, une banque d’ARN messagers (ARNm) est préparée. Celle-ci comprend 

huit étapes : (1) sélection des ARN polyadenylés sur bille magnétique oligo(dT), (2) 

fragmentation chimique des ARNs sélectionnés, (3) synthèse du premier brin d’ADN 

complémentaire (ADNc), (4) synthèse du second brin d’ADNc, (5) réparation des extrémités 

des ADNc double brin, (6) ajout d’une base A aux extrémités, (7) ligation des adaptateurs à 

ces extrémités adénylées, (8) amplification par PCR permettant aussi une sélection puisque 

seuls les fragments portant les deux types d’adaptateurs seront amplifiés. 

 Toutes les étapes qui suivent la construction des banques sont identiques au séquençage 

des échantillons de ChIP présenté ci-dessus : les étapes de validation des banques, la 

génération des clusters, l’hybridation des amorces de séquençage, le séquençage et le contrôle 

de qualités finales sont réalisés selon le même ordre et les mêmes protocoles que pour le 

ChIP-seq. 

 Les premières étapes informatiques sont aussi semblables à l’analyse du ChIP-seq. Nous 

avons ôté les séquences des adaptateurs, apprécié la qualité et la répartition de différents 

nucléotides et enfin réalisé l’alignement contre le génome de référence NMRI (v5.2) grâce à 

TopHat/Bowtie version 1.4.1 (Trapnell et al. 2012). Les paramètres sont : max intron length 

= 30000 ; min isoform fraction = 0.05 ; Pre mRNA fraction = 0.05. Bowtie est un des 

logiciels les plus populaires car il utilise une structure économique des données intégrant une 

indexation du génome permettant le stockage du génome de référence et une recherche rapide 
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des similitudes (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml). Cependant Bowtie présente 

deux limites : il ne prévoit ni l’alignement entre les reads et un génome contenant des grands 

vides (gaps), ni l’alignement des séquences portant sur des introns. Pour pallier ces 

limitations, le logiciel TopHat a été développé. TopHat utilise Bowtie comme « moteur» 

d’alignement et décompose les séquences que Bowtie ne peut aligner, en petites séquences 

appelées segments. Souvent ces segments, quand ils sont traités de façon indépendante, 

peuvent s’aligner sur le génome. Lorsque plusieurs segments s’alignent à des localisations 

éloignées les unes des autres sur le génome (par exemple 100 pb et plus de 100 kb), TopHat 

déduit que ces séquences sont soumises à l’épissage et estime les sites d’épissage. Par le 

traitement de chaque séquence initialement non alignée, TopHat peut construire un index des 

sites d’épissage dans le transcriptome sans a priori d’annotation. Cette capacité est 

indispensable car de nombreuses études RNA-seq ont montré des informations incomplètes 

pour ces régions d’épissage (Trapnell et al. 2012). 

Après l’exécution de TopHat v1.4.1, les fichiers d’alignement sont fusionnés par Cuffmerge, 

qui est inclus dans le logiciel Cufflinks afin de constituer une base uniforme pour les calculs 

des niveaux d’expression de chaque transcrit, pour chaque condition. Les séquences et les 

fichiers fusionnés sont ensuite assimilés par Cuffdiff, inclus dans Cufflinks, pour calculer les 

taux d’expression et effectuer les tests statistiques (Trapnell et al. 2012). 

Cufflinks/Cuffdiff (Trapnell et al. 2012) est choisi pour la détection des gènes 

différentiellement exprimés et pour les validations statistiques. La quantification précise des 

niveaux d’expression des gènes, nécessite l’identification des différentes isoformes de 

produits de gènes pour chaque séquence. Cufflinks assemble les transcrits à partir des 

séquences alignées sur le génome. Un échantillon peut contenir différents variants mais 

Cufflkins est en mesure de déduire la structure d’épissage de chaque gène. Toutefois, les 

gènes ont parfois plusieurs événements d’épissage entraînant diverses reconstructions 

possibles. Cufflinks fait état d’un assemblage de transcriptomes parcimonieux. Après l’étape 

d’assemblage, Cufflinks quantifie le niveau d’expression de chaque transcrit. Cette 

comptabilisation est effectuée à l’aide d’un modèle statistique rigoureux afin d’identifier les 

artéfacts (Trapnell et al. 2012). Cufflinks contient un programme séparé, Cuffdiff, qui calcule 

l’expression dans deux ou plusieurs conditions et teste statistiquement les différences 

observées entre toutes les conditions. Le modèle statistique retenu suppose que les séquences 

produites pour chaque transcrit sont proportionnelles à leur abondance mais qu’elles fluctuent 

en raison de la variabilité, lors de la préparation des banques et du séquençage de chaque 
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échantillon biologique. Cufflinks et Cuffdiff peuvent automatiquement modéliser et soustraire 

une fraction importante de ces biais dans la distribution des séquences pour chaque transcrit, 

cela permettant d’estimer l’abondance (Trapnell et al. 2012). Le protocole utilisé est 

schématisé dans la Figure 28. 

 

Figure 28: Représentation schématique du protocole expérimental utilisé pour les analyses RNA-seq. 

 

 Toutes les données traitées dans les analyses RNa-seq sont résumées dans le Tableau 5 

avec le nombre de séquences: obtenues par le centre de séquençage (Montpellier GenomiX), 

après le filtre de qualité, une fois les adaptateurs retirés, exploitées pour l’alignement et enfin 

le nombre de séquences alignées. 

Tableau 5: Nombre de séquences utilisées à chaque étape de l’analyse RNA-seq. Les analyses ont porté sur 
les échantillons issus de la condition sympatrique ou allopatrique pour les trois générations 

 Sympatrique Allopatrique 

 Génération 1 Génération 2 Génération 3 Génération 1 Génération 2 Génération 3 

total 29 526 547 19 650 926 25 733 992 39 930 524 33 790 715 27 852 056 

alignées 2 431 977 4 674 800 29 416 286 42 767 340 20 162 160 29 662 598 

répétées 1 251 492 3 587 089 15 305 902 12 599 139 8 901 133 12 911 902 

séquences

condition A condition B

séquences

TopHat/Bowtie

séquences
alignées

séquences
alignées

Cufflinks

séquences
assemblées

séquences
assemblées

Cuffmerge

transcriptome
final

Cuffdiff

différentiel
d’expression

séquences
alignées

séquences
alignées
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Tous les outils de bioinformatiques mis en œuvre dans les différentes analyses de ChIP-seq 

et RNA-seq sont, pour la plupart, intégrés dans Galaxy, permettant d’avoir une interface 

graphique facile d’utilisation. 

 

5.3. Génome global : gDNA-seq 

 Le séquençage massif de l’ADN génomique est réalisé en single-end et 36 paires de bases 

(pb) et selon le protocole du fabricant. 

SOAP2/SOAP (Li et al. 2009) est utilisé pour l’alignement des séquences nous permettant 

ainsi de distinguer les séquences uniques des séquences répétées. Toutes les séquences 

s’alignant en plusieurs endroits du génome sont ensuite assemblées par le logiciel Velvet 

0.7.01 (Zerbino & Birney 2008). Pour l’étude de ces séquences répétées, Blast (Altschul et al. 

1990), Censor/Repbase (Kohany et al. 2006), TEclass (Abrusan et al. 2009) et Tandem 

Repeats Finder (Benson 1999) servent à une première annotation (Lepesant et al. 2012b). 

Tous les détails techniques sont présentés dans la publication ci-jointe (Lepesant et al. 2012b) 

(Annexe 3). 
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1. Enigme 1 « Adaptation rapide de S. mansoni à une drogue anti-helminthe » 

Comment le parasite S. mansoni est-il capable de générer des phénotypes résistants à 

certaines drogues en un temps de génération très court? 
 

Dans les études précédentes (Jansma et al. 1974; Jansma et al. 1977), les auteurs ont utilisé 

une souche de laboratoire issue de Puerto Rico pour montrer l’apparition de résistance à la 

molécule hycanthone, chez S. mansoni, dès la première génération traitée. Les infestations sur 

souris ont été réalisées avec des couples et après 62 jours post-infestation, un traitement avec 

l’hycanthone par une unique dose de 60mg/kg en injection intramusculaire a été administré 

aux hôtes infestés. 
 

Au sein de notre laboratoire, cette souche de parasite n’est pas maintenue. Nous avons 

donc réalisé des expériences préalables afin de choisir une de nos souches, en procédant à des 

infestations multiples avec trois souches de laboratoire : une souche brésilienne (SmBre), une 

souche humaine guadeloupéenne (SmGH2) et une souche issue d’un isolat guadeloupéen 

différent (SmDFO). Les souris sont infestées simultanément avec les trois souches. Le 

traitement par la drogue est administré selon les mêmes conditions que les études précédentes 

(Jansma et al. 1974; Jansma et al. 1977), après 62 jours post-infestation, par une injection 

intramusculaire de 60mg/kg et le sacrifice des souris à 57 jours post-traitement (Jansma et al. 

1974; Jansma et al. 1977). Tous les individus résistants sont récupérés individuellement et 

génotypés sur cinq marqueurs microsatellites neutres, spécifiques de chaque souche.  
 

Cette analyse nous permet d’identifier la souche à laquelle appartient chaque individu. 

Ainsi, nous avons constaté que : 

- la souche humaine de Guadeloupe (SmGH2) présente une sensibilité totale, aucun 

individu résistant n’est retrouvé après traitement ; 

- la souche brésilienne (SmBre) et la deuxième souche Guadeloupéenne (SmDFO) 

montrent l’apparition d’une résistance : 30% des individus pour chaque souche 

survivent, après traitement.  

Au vu de ces résultats, deux souches (SmBre et SmDFO) peuvent être retenues pour l’étude de 

l’apparition de résistance à l’hycanthone. Notre choix s’est porté sur la souche brésilienne 

(SmBre) car elle présente un fond génétique très homogène, sur 14 marqueurs microsatellites 

neutres. 
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Le fait d’utiliser cinq clones différents nous permet de comparer la réponse du parasite au sein 

de chaque clone mais aussi entre les clones. En plus du dénombrement des adultes résistants, 

nous avons quantifié la réponse immunopathologique de la souris suite à l’infestation et au 

traitement. Cette mesure est réalisée en même temps que les sacrifices puisque ce trait est 

quantifié par le ratio du poids de la rate sur le poids de la souris, afin d’estimer la réponse 

inflammatoire. Pour chaque clone, traité et non traité, il y a cinq réplicats (n=5). Ce trait 

d’histoire de vie n’a présenté aucune différence significative (p > 0.05) entre les différents 

clones, au sein de chaque clone et entre les conditions traitées/non traitées. Mais les profils 

entre les clones semblent montrer la même tendance, avec une baisse de la réponse 

inflammatoire après le traitement (Figure 29). 

Figure 29: Traits d’histoire de vie : réponse immunopathologique de l’hôte définitif. Ce trait est quantifié 
par le ratio poids de la rate/poids de la souris afin d’estimer la réponse inflammatoire suite à l’infestation et au 
traitement. Les individus traités avec un traitement contrôle (en bleu) et les individus traités à l’hycanthone (en 
jaune) ne présentent aucune différence significative dans la réponse inflammatoire. Le trait rouge représente le 
ratio poids rate/poids souris pour une souris saine. 

 

Le dénombrement des vers développés au sein de chaque condition et au sein de chaque 

clone, montre que les individus résistants sont distribués entre trois clones sur cinq. Seuls 

deux clones (A et E) ne présentent pas de vers résistants d’où une sensibilité totale à 

l’hycanthone, alors que dans les trois autres clones (B, C, D) on distingue au moins un 

individu résistant (Figure 30). 
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Figure 30: Nombre de vers adultes moyens développés suite au traitement hycanthone. Dans la condition 
contrôle (bleu) les vers dénombrés sont répartis dans tous les clones. Dans la condition traitée à l’hycanthone 
(jaune) les individus résistants (jaune) sont présents dans trois clones (B, C, D) sur cinq. Seuls deux clones (A, 
E) présentent une sensibilité totale à l’hycanthone, aucun ver résistant retrouvé.  

 

Les résultats issus du traitement à la molécule hycanthone peuvent être schématisés selon 

les expériences de Luria & Delbrück (Luria & Delbrück 1943) ainsi que celles de Lederberg 

& Lederberg (Lederberg & Lederberg 1952). Adapté de Jablonka & Lamb (Jablonka & Lamb 

1999) (Figure 31). 
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Figure 31: Synthèse des résultats de l’expérience de traitement à l’hycanthone. Les individus résistants à 
l’hycanthone sont répartis entre différents clones. Les valeurs représentent le nombre de vers survivants 
retrouvés. Adapté de Jablonka & Lamb (Jablonka & Lamb 1999). 

 
Après traitement à l’hycanthone, beaucoup de vers adultes sont retrouvés enkystés dans le 

foie. Ce constat s’explique par le fait que nous avons utilisé uniquement des clones mâles, qui 

ne migrent pas puisqu’ils ne sont pas accouplés.  
 

En effet, lors d’expériences préliminaires avec des couples, une résistance de 30% a été notée. 

Des études précédentes supposent que les femelles résistantes semblent protéger les mâles 

sensibles dont la mortalité devient moindre (Jansma et al. 1977) alors que l’accouplement 

d’un mâle résistant avec une femelle sensible ne diminue pas la mortalité des femelles 

(Jansma et al. 1977).  
 

Pour compléter cette approche expérimentale, nous avons immunoprécipité l’ADN des 

adultes survivants, pour la condition traitée et la condition non traitée, avec des anticorps 

spécifiques de marques euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) et hétérochromatiques 

(H3K9me3 et H3K27me3). Le séquençage massif a été réalisé par la technique Illumina en 

collaboration avec l’Université d’Oregon. Dans le temps qui m’était imparti pour ma thèse, 

les données n’ont pu être acquises que tardivement et de ce fait les analyses de structure 

chromatinienne sont en cours d’analyse. Cette étude vise à mettre en évidence les 

modifications dans la structure de la chromatine dans des régions ciblées et/ou aléatoires du 
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génome après traitement, afin d’observer si elles peuvent être corrélées à l’apparition de la 

résistance. 
 

Nous avons poursuivi nos recherches avec la molécule lucanthone résultant de la 

biactivation de l’hycanthone (Archer 1985; Laurent 2006) car cette dernière n’est plus 

commercialisée. L’administration du lucanthone se fait par voie orale, en trois doses réparties 

sur trois jours, afin d’atteindre la même dose finale que l’hycanthone (60mg/kg). 
 

Les expériences avec le lucanthone sont reproduites dans les mêmes conditions que celles 

avec l’hycanthone mais en utilisant des couples. Le nombre d’individus varie entre 2 et 5. 

Suite aux infestations monomiracidiales, cinq couples (un clone mâle/un clone femelle) sont 

formés. La mesure de la réaction inflammatoire (poids de la rate/poids de la souris) ne montre 

aucune différence significative entre la condition contrôle et la condition traitée, ni entre 

chaque couple de clones (Figure 32).  

 

Figure 32: Nombre de vers adultes moyens développés suite au traitement lucanthone. Ce trait est quantifié 
par le ratio poids de la rate/poids de la souris afin d’estimer la réponse inflammatoire suite à l’infestation et au 
traitement. Les individus traités avec le contrôle (en bleu) et les individus traités au lucanthone (en jaune) ne 
présentent aucune différence significative dans la réponse inflammatoire. Le trait rouge représente le ratio poids 
rate/poids souris pour une souris saine. 
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La réaction inflammatoire a été plus forte lors du traitement au lucanthone. Ce résultat 

s’explique par le fait que les infestations ont été réalisées avec des couples, d’où la migration 

des individus adultes et l’accumulation des œufs dans le foie. 
 

Les résultats du traitement au lucanthone sont identiques à ceux notés pour l’hycanthone : 

les individus résistants sont distribués entre les différents clones et ne sont pas restreints à un 

couple de clones. Par contre, l’on constate un plus grand nombre de vers résistants et aucun 

des clones ne montre une sensibilité totale au lucanthone (Figure 33). 

 

Figure 33: Résultats de l’expérience de traitement au lucanthone. Dans la condition contrôle (bleu) les 
individus dénombrés sont présents dans tous les clones et dans la condition traitée au lucanthone (jaune) les 
individus résistants se répartissent entre les cinq couples de clones.  
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Les résultats issus du traitement avec la molécule hycanthone sont schématisés dans la 

figure 34. 

 

Figure 34: Synthèse des résultats de l’expérience de traitement au lucanthone : génération 1. Les individus 
résistants au lucanthone sont répartis entre différents clones. Adapté de Jablonka & Lamb (Jablonka & Lamb 
1999). 

 

Nous avons ensuite cherché à savoir si cette résistance est héritable. Nous avons donc 

récupéré les œufs issus de la reproduction sexuée des vers adultes pour les faire éclore sous la 

lumière blanche. Puis, des mollusques B. glabrata Brésil (BgBRE) ont été infestés avec 10 

miracidia. Les cercaires émises 35 jours post-infestation ont servi à infester des souris, afin 

qu’elles soient traitées au lucanthone. Seul le clone C n’a pu être utilisé pour les infestations 

sur souris, car les mollusques infestés n’émettaient aucune cercaire. 
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Après traitement de la deuxième génération, des résultats surprenants sont apparus (Figure 

35).  

 

 

 
Figure 35: Synthèse des résultats de l’expérience de traitement au lucanthone : génération 2. Les individus 
résistants au lucanthone sont répartis entre différents clones. Adapté de Jablonka & Lamb (Jablonka & Lamb 
1999). 
 

Dans la condition contrôle, très peu de vers survivants sont retrouvés alors que dans la 

condition traitée au lucanthone un nombre de vers bien supérieur au contrôle, est constaté. Ce 

résultat semble mettre en avant une variabilité d’infectivité des cercaires issues des 

infestations avec les miracidia produits par les adultes résistants au lucanthone. On peut dès 

lors douter de l’efficacité du lucanthone puisque la réduction du nombre de vers n’est pas 

significative et/ou s’interroger sur la possible protection des mâles par les femelles, comme 

pour l’hycanthone (Jansma et al. 1977). 
 

Ces différentes expériences nous ont permis de montrer l’apparition du phénomène de 

résistance chez S. mansoni. Dans la mesure où les phénotypes résistants sont présents dès la 

première génération de traitement et sont retrouvés dans la deuxième. Lors des expériences 

avec l’hycanthone, les infestations sur souris ont été réalisées avec un seul sexe de parasite, ce 

qui peut expliquer les différences observées. Mais, il n’en demeure par moins que l’effet des 

drogues sur la résistance ainsi que sur la réponse inflammatoire de l’hôte sont acquis et les 
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résultats peuvent donc être remis dans le contexte des expériences de Luria & Delbrück 

(1943) pour déterminer si la résistance est latente avant le traitement et est sélectionnée par 

celui ci, ou si c’est le traitement qui entraîne l’apparition de résistance dans la population. 

 

2. Énigme 2 « Adaptation rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud »  

Comment une souche de parasite S. mansoni peut-elle s’adapter rapidement à un nouvel 

environnement ? 
 

Dans un premier temps, nous avons procédé à une étude approfondie de deux souches 

issues d’isolats géographiques différents afin d’étudier des candidats génétiques et/ou 

épigénétiques distincts entre la souche Brésil et la souche Gaudeloupe.  
 

Puis, dans un deuxième temps, nous avons analysé les séquences promotrices des gènes 

impliqués dans le polymorphisme de compatibilité, les SmPoMucs, pour ces deux souches de 

laboratoire. 
 

Enfin, nous avons mis en œuvre une évolution expérimentale visant à exposer une souche 

de parasite donnée à différentes souches de mollusques, afin d’observer la réponse adaptative. 

 

2.1. Étude des candidats génétiques et épigénétiques différents entre deux souches de 

parasites issues d’isolats géographiques distincts  

Pour se faire, un séquençage massif des échantillons issus de ChIP, précipités avec la 

marque H3K9ac, est réalisé sur deux isolats différents (Brésil et Guadeloupe). Cette marque 

est privilégiée car elle est représentative de promoteur actif (Lee et al. 2010) et d’une 

structure chromatinienne euchromatique. La technique Illumina est utilisée pour le 

séquençage massif de l’ADN génomique et a généré environ 120 Mb de données, alors que le 

génome de S. mansoni en fait 370 Mb. La stratégie choisie a pour but de répertorier des 

candidats génétiques et épigénétiques dans les deux souches. La comparaison in silico permet 

l’identification d’enrichissements différents dans des régions génomiques pour ces deux 

souches. Cette méthode, combinée à de la PCR quantitative (approche ciblée) met en avant un 

polymorphisme génétique ou une différence d’acétylation sur certains loci.  
 

Le logiciel ChIPDiff souligne les différences dans le nombre de séquences alignées entre 

les deux souches.  

Les deux isolats analysés et la souche de référence (Puerto Rico), représentent trois isolats 

géographiques de S. mansoni distincts. Si le polymorphisme génétique, entre les souches 
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Brésil et Guadeloupe est grand, alors les différences observées dans l’alignement peuvent 

apparaître à plusieurs loci dans le génome. Pour cela, ChIPDiff peut identifier un 

polymorphisme génétique entre l’isolat Brésil et l’isolat Guadeloupe. Si, dans un deuxième 

cas, le nombre de copies pour certains loci est différent entre ces deux souches, 

l’enrichissement sera lui aussi différent puisque le nombre de séquences alignées est 

dépendant du nombre de copies présentes dans le génome. Mais si aucun polymorphisme 

génétique ou différence dans le nombre de copies n’est établi, les différences identifiées par 

ChIPDiff sont dues à des modifications épigénétiques, telles qu’une différence d’acétylation 

entre les deux souches. Il n’est pas exclu que les différences génétiques et épigénétiques 

soient accumulées.  
 

Suite à l’utilisation de ChIPDiff, 321 différences ont été relevées entre les deux souches. Ce 

logiciel identifie le nombre de séquences alignées entre les deux souches en analysant des 

blocs de taille 1kb. Il existe 128 blocs de 1kb enrichis dans la souche Brésil, et 193 blocs de 

1kb enrichis dans la souche Guadeloupe. Pour la suite des analyses, nous avons exclu les 

blocs de 1kb isolés et nous avons seulement conservé des régions contenant plusieurs groupes 

de 1kb physiquement proches. En utilisant ce critère, nous avons retenu 9 régions, certaines 

contenant des gènes putatifs (Tableau 6).  
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Tableau 6: Régions contenant des différences dans le nombre de séquences alignées entre la souche Brésil 
et la souche Guadeloupe (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4). 
 

Scaffold Positions ORF prédite Annotation Expression 

Guadeloupe > Brésil 

Smp_scaff000234 0-310 kb Smp_159800 famille MEG2 (ESP15) œufs 

  Smp_159810 famille MEG2 (ESP15) œufs 

  Smp_159820 famille MEG2 (ESP15) œufs 

  Smp_159830 famille MEG2 (ESP15) œufs 

  Smp_159840 Protéine putative 
œufs, schistosomules, 

adultes 

Smp_scaff000421 10-70kb Smp_171100 zinc métalloprotéase œufs, miracida, femelles 

Smp_scaff000496 
0-2.3 kb 

10-15 kb 
   

Brésil > Guadeloupe 

Smp_scaff000131 0-70 kb Smp_149750 Protéine putative œufs, cercaires 

  Smp _051690 Protéine putative pas d’ESTs 

  Smp _149760 Protéine putative pas d’ESTs 

Smp_scaff000490 8-16 kb    

Smp_scaff000538 0-24 kb Smp_093470 Protéine putative pas d’ESTs 

Smp_scaff000539 0-35 kb Smp_173370 
M13 peptidase non 

définie 
pas d’ESTs 

Smp_scaff019017 10-40 kb Smp_121530 Protéine putative œufs, adultes 

Guadeloupe > Brésil ou Brésil > Guadeloupe 

Smp_scaff000154 
449-500 

kb 
Smp_152600 Protéine pax-6 œufs, miracidia 

  Smp_152610 Protéine putative pas d’ESTs 

  Smp_152620 Homologue éperons œufs, schistosomules 

  Smp_152630 Protéine putative pas d’ESTs 

 

 

 

 



Chapitre 3 – Résultats –  

 91!

Nous avons analysé 11 loci de ces 9 régions par ChIP-qPCR avec deux anticorps (H3K9Ac et 

H3K9Met3). Cette analyse ciblée nous permet de distinguer le polymorphisme du à un 

nombre de copies et le polymorphisme génétique et/ou épigénétique (Tableau 7). 
 

Tableau 7: Comparaison entre les résultats de ChIP-seq et les résultats de ChIP-PCRq entre la souche 
Brésil et la souche Guadeloupe pour 11 loci (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4). 

Cibles 
Nbe de 

loci 

PCR sur 

Guadeloupe 

PCR sur 

Brésil 

Différences 

entre Brésil 

et 

Guadeloupe 

ChIP-PCRq 

Différences 

entre Brésil 

et 

Guadeloupe 

ChIP-seq 

Comparaison 

du nombre de 

copie 

Génétique ou 

Épigénétique? 

Smp173370 2 + + 
Guadeloupe > 

Brésil 

Brésil > 

Guadeloupe 

Guadeloupe > 

Brésil "#$!%#$&'()*!

Smp171100 2 + + 
Guadeloupe > 

Brésil 

Guadeloupe > 

Brésil 

Guadeloupe = 

Brésil Épigénétique 

Smp159800 2 + - nd 
Guadeloupe > 

Brésil nd Génétique 

Smp159810 4 + - nd 
Guadeloupe > 

Brésil nd Génétique 

Smp159820 2  - nd 
Guadeloupe > 

Brésil nd Génétique 

Smp159830 1 + - nd 
Guadeloupe > 

Brésil nd Génétique 

Smp159840 1 + - nd 
Guadeloupe > 

Brésil nd Génétique 

Scaff000131 1 + + 
Guadeloupe = 

Brésil 

Brésil > 

Guadeloupe 

Guadeloupe > 

Brésil 
Non confirmé 

Scaff000154.

2 
1 + - nd 

Guadeloupe > 

Brésil nd Génétique 

Scaff000154.

3 
1 + + 

Guadeloupe > 

Brésil 

Guadeloupe > 

Brésil 

Guadeloupe = 

Brésil Épigénétique 

Scaff000154.

5 
 - + nd 

Brésil > 

Guadeloupe nd Génétique 
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Parmi les 9 régions, 2 ont particulièrement attiré notre attention. La première est une 

région de 300 kb située sur le scaffold Smp_scaff000234 avec un nombre de séquences 

alignées plus élevé dans la souche Brésil que dans la souche Guadeloupe. Cette région 

contient 4 gènes codant pour des protéines secrétées dans les œufs (famille ESP15, Egg 

Secreted Protein). Ces gènes ont été récemment classifiés dans la famille des gènes à 

microexons (MEG) (DeMarco et al. 2010). Ces derniers sont des gènes contenant de petits 

exons (< 36 pb). Il est supposé que cette structure atypique pourrait permettre de créer des 

variants protéiques hautement polymorphes à travers des évènements d’épissage alternatif. 

Ces ESP15 constituent donc de très bons candidats pour des mécanismes d’évasion immune. 

Pour cette région, l’analyse par ChIP-qPCR n’a pas été possible car les amorces destinées à 

l’amplification de la cible n’ont marché que dans la souche Guadeloupe, ce qui laisse 

supposer qu’il s’agit ici d’un polymorphisme d’origine génétique. (Lepesant et al. 2011) 

(Annexe 4). 
!

Le deuxième est le locus Smp_171100 situé sur le scaffold Smp_scaff000421 où une 

différence épigénétique est clairement identifiée et confirmée par ChIP-qPCR avec les 2 

anticorps H3K9ac et H3K9me3 (Figure 36). Nous montrons ainsi que Smp_171100 présente 

un fort taux d’acétylation dans la souche Guadeloupe, et inversement un fort taux de 

méthylation dans la souche Brésil ce qui conforte les résultats de ChIP-Seq. Ce gène se trouve 

donc dans une région très euchromatique dans la souche Guadeloupe et inversement dans une 

région très hétérochromatique dans la souche Brésil (Lepesant et al. 2011) (Figure 36). 
 

 
Figure 36: Profil d’enrichissement pour les souches Guadeloupe et Brésil. (A) Enrichissement autour du 
gène Smp_171100 pour les marques H3K9ac et H3K9me3. Le gène est présent dans une région euchromatique 
dans la souche Guadeloupe, et inversement présent dans une région hétérochromatique dans la souche brésill. 
Ces données sont normalisées par rapport au gène !Tub. (B) Profils de la marque H3K9ac obtenu en ChIP-seq 
pour le gène Smp_171100. Les données issues de ChIP-PCRq et ChIP-seq présentent une réelle cohérence, avec 
un enrichissement plus fort pour la marque H3K9ac autour du gène Smp_171100 dans la souche Guadeloupe 
(Lepesant et al. 2011 (Annexe 4)).  
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Ce gène, Smp_171100, est annoté comme une métalloprotéase d’une famille 

d’endopeptidase neutre (NEP). Ces enzymes dégradent les protéines de façon métal-

dépendante. Des travaux ont montré que ce gène modulerait la réponse immunitaire de son 

hôte intermédiaire B. glabrata (Duvaux-Miret et al. 1992). Son expression dans les œufs et au 

stade miracidia (données issues des banques ESTs) confirment son importance à ces stades.  
 

Ainsi, cette analyse comparative a permis d’identifier de nouveaux candidats pour le 

polymorphisme de compatibilité, dont certains présentent un polymorphisme génétique, 

d’autres un polymorphisme épigénétique ou encore une différence dans le nombre de copies. 

Deux des candidats semblent coder pour des protéines potentiellement impliquées dans des 

mécanismes d’évasion immune, ce qui est intéressant dans la mesure où le polymorphisme de 

compatibilité concerne l’interaction avec un hôte.  

 

Tous les résultats de cette analyse sont publiés, en 2011, dans Memorias do Instituto 

Oswaldo Cruz (IF 2.058) (Lepesant et al. 2011). L’article est proposé en Annexe 4. 

 

2.2.  Analyse des séquences promotrices des gènes impliqués dans le polymorphisme de 

compatibilité, les SmPoMucs 

Nous avons ensuite étudié les séquences promotrices des gènes SmPoMucs pour la souche 

Brésil et la souche Guadeloupe. Ce travail est réalisé en collaboration avec les co-auteurs de 

la publication (Annexe 5), ma contribution portant plus particulièrement sur les analyses 

épigénétiques des séquences promotrices.  

Les mucines polymorphes de S. mansoni, les SmPoMucs, sont les marqueurs moléculaires 

du polymorphisme de compatibilité. Ces protéines ont été identifiées par des approches de 

protéomique comparative entre les souches Guadeloupe et Brésil. En effet, l’étude du 

protéome de ces deux souches a permis de montrer que ces protéines SmPoMucs constituent 

une des principales différencse entre ces deux souches. Ce sont des glycoprotéines hautement 

polymorphes qui interagissent avec les FREPS (Fibrinogen Related Protein) du mollusque 

d’eau douce B. glabrata, lesquelles sont impliquées dans la réponse immunitaire du 

mollusque après infestation par le parasite trématode.  

Les protéines SmPoMucs sont codés par une famille multigénique composée de 10 membres 

organisés en 4 groupes dans le génome : groupe 1, groupe 2, groupe 3 et groupe 4. Chaque 

groupe peut posséder des sous groupes (ex : dans le groupe 3 il existe les sous groupes 3.1, 
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3.2, 3.3 et 3.4). Ces protéines SmPoMucs présentent une partie carboxy-terminale conservée 

et une partie amino-terminale variable, composée d’unités répétées. Il existe 3 types d’unités 

répétées (r1, r2 et r3), leur quantité et nature sont variables suivant les différents groupes 

(Roger et al. 2008a).  

Bien qu’il existe un polymorphisme entre les souches Guadeloupe et Brésil, on ne distingue 

aucune différence génétique dans la zone codante entre ces deux souches. Les gènes 

SmPoMucs sont uniquement transcrits au stade interagissant avec le mollusque, avec un pic 

d’expression au stade infestant, le miracidium. Par ailleurs, au niveau intra-populationnel, on 

révèle un fort polymorphisme d’expression individuelle. En effet, chaque individu miracidia 

exprime une combinaison spécifique de gènes SmPoMucs (Roger et al. 2008b). Au niveau 

inter-populationnel, une comparaison des transcrits des souches Guadeloupe et Brésil a mis en 

avant une seule différence entre elles, par la présence d'un transcrit du groupe 3.1 possédant 

une alternance d'unités répétées r1 et r2 exclusivement dans la souche incompatible 

Guadeloupe. 

De plus, de récentes études montrent que la trichostatine A (TSA), un inhibiteur d’HDAC 

(histone déacétylase), influence les profils de transcription de ces gènes. Le traitement à la 

TSA induit, dans la population, la génération de nouvelles combinaisons de transcrits sans 

pour autant supprimer les anciennes (Cosseau et al. 2010). Elles suggèrent une participation 

de mécanismes épigénétiques de nature chromatinienne pour contrôler la transcription des 

SmPoMucs. 

Afin d’obtenir des évidences expérimentales de cette considération, nous avons choisi de 

nous focaliser sur les changements génétiques et épigénétiques apparaissant durant l’évolution 

du polymorphisme de compatibilité entre les deux souches Brésil et Guadeloupe de parasite S. 

mansoni. Nous nous sommes concentrés sur la séquence des promoteurs des gènes actifs 

SmPoMucs et nous avons cherché d’éventuelles différences dans les séquences des 

promoteurs entre ces deux souches qui pourraient expliquer ces différences de transcription. 

Dans un premier temps, une analyse transcriptionnelle des différents groupes a montré que 

les profils de transcription changent entre les souches Brésil et Guadeloupe. En effet, les 

groupes 1, 2 et 3.1(r1-r2) sont approximativement 2.9, 3.5 et 25.8 (resp.) fois plus transcrits 

dans la souche Guadeloupe que dans la souche Brésil. Le groupe 3.1(r1-r2) est quasiment 

indécelable dans la souche Brésil et présente une forte transcription dans la souche 
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Guadeloupe (Perrin et al. under revision). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus dans 

des études précédentes (Roger et al. 2008a). 
 

Dans un deuxième temps, des analyses génétiques ont démontré que la séquence minimale 

du promoteur est de 1kb pour avoir une activité transcriptionnelle. De plus, on sait que les 

gènes sont très conservés et qu’aucune substitution n’a été décelée dans la boite TATA et le 

TSS (Transcription Start Site). La boite TATA est une séquence d’ADN présente au niveau 

de la région promotrice et se situe en amont du premier nucléotide transcrit. Le TSS quant à 

lui, est le premier nucléotide de l’ADN qui est transcrit en ARN. L’étude de la diversité 

nucléotidique a mis en avant un faible nombre d’allèles et de génotypes pour les deux 

souches, et tous les individus sont homozygotes. 
  

Sur la base génétique, les promoteurs SmPoMucs des souches Brésil et Guadeloupe ne 

présentent pas de différences pouvant expliquer les différences de transcription. Pour plus de 

détails sur cette partie, l’article en cours est en Annexe 5.  
 

Au vu des résultats obtenus dans une étude précédente, établissant l’effet de la TSA sur la 

génération de nouvelles combinaisons de transcrits (Cosseau et al. 2010), nous avons décidé 

de comprendre l’implication de l’épigénétique, de nature chromatinienne, sur ces gènes 

SmPoMucs. C’est à ce niveau que ma contribution est intervenue.  
 

L’influence de la TSA a confirmé l’augmentation de la transcription pour les groupes 1 et 2 

mais pas pour le groupe 3.1(r1-r2). Nous avons étudié, par une approche ciblée en PCR 

quantitative, la structure chromatinienne autour des séquences promotrices de différents 

groupes, pour les deux souches. Pour cela, nous avons immunoprécipité l’ADN avec un 

anticorps spécifique de l’euchromatine (H3K9ac) et de l’hétérochromatine (H3K9me3). 

L’analyse ciblée a montré un fort enrichissement pour la marque H3K9ac dans les groupes 1 

et 3.1(r1-r2) dans la souche Guadeloupe, ce qui signifie que les séquences promotrices de ces 

deux groupes sont plus euchromatiques que dans la souche Brésil. Inversement, la souche 

Brésil présente un fort enrichissement pour la marque H3K9me3 pour ces mêmes groupes, 

d’où une hétérochromatisation plus forte que dans la souche Guadeloupe (Figure 37).  



Chapitre 3 – Résultats –  

 96!

 
Figure 37: Enrichissement, obtenu en ChIP-PCRq, pour les marques H3K9ac et H3K9me3 des régions 
promotrices des gènes SmPoMucs (1, 3.1(r1-r2)) dans la souche Guadeloupe et la souche Brésil. Ces 
données sont normalisées par rapport au gène !Tub. Les profils chromatiniens sont exactement l’inverse d’une 
souche à l’autre, avec un fort taux d’euchromatisation dans la souche Guadeloupe (gris) et un fort taux 
d’hétérochromatisation dans la souche Brésil (noir) (Perrin et al. under revision). 

 

Il est à noter que la séquence promotrice du groupe 3.1(r1-r2) présente une 

euchromatisation très forte, ce qui est cohérent avec les données obtenues lors du traitement à 

la TSA. Ce dernier ne semble pas influencer le niveau transcriptionnel. Cela peut être 

expliqué par le fait que l’acétylation de ce promoteur est saturée (Perrin et al. under revision). 
 

Cette étude, réalisée en collaboration avec les co-auteurs de la publication, a mis en avant 

l’absence de différence génétique entre les séquences promotrices des différents groupes de 

SmPoMucs pour les souches Brésil et Guadeloupe. Cependant, une forte différence 

épigénétique a été constatée, avec une forte euchromatisation des promoteurs des groupes 1 et 

3.1(r1-r2) dans la souche Guadeloupe, et inversement une forte hétérochromatisation de ces 

groupes dans la souches Brésil. Ces résultats semblent suggérer une implication épigénétique, 

de type chromatinien, sur les gènes SmPoMucs et le polymorphisme de compatibilité (Perrin 

et al. under revision). Tous les détails sont dans la publication en cours (Annexe 5). 

 

2.3. Évolution expérimentale de l’adaptation d’une souche de parasite S. mansoni à 

différentes souches d’hôte intermédiaire 

2.3.1. Traits d’histoire de vie : mesures phénotypiques 

Afin de répondre à l’énigme 2 « Adaptation rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud », 

une évolution expérimentale est mise en place. Pour cela, une même souche de parasite S. 

mansoni, issue d’un isolat géographique brésilien (SmBre), est exposée à deux souches de 

mollusque B. glabrata, une souche sympatrique issue du même isolat géographique brésilien 

(BgBRE) et une souche allopatrique issue d’un isolat géographique différent, la Guadeloupe 

(BgGUA). Ces deux conditions d’infestation sont maintenues sur trois générations 
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successives afin de mieux comprendre les mécanismes adaptatifs de ce parasite lorsqu’il est 

soumis à un environnement pour lequel il n’est pas spécifique (Figure 38). 

 

Figure 38: Protocole expérimental de changement d’hôte intermédiaire (rappel). Une même population 
initiale de miracidia, issue de la souche S. mansoni Brésil (SmBre en vert), infeste une population sympatrique 
de mollusque issue de la souche B. glabrata Brésil (BgBRE en vert) et une population allopatrique de 
mollusques issue de la souche B. glabrata Guadeloupe (BgGUA en rouge). Ces cycles sont maintenus dans les 
hôtes intermédiaires définis sur trois générations successives.  

 

Pendant le cycle de vie de S. mansoni, différents traits de vie peuvent être quantifiés : 

- Au stade adulte : le sexe-ratio des individus développés, l’infectivité des cercaires et la 

réponse inflammatoire de l’hôte définitif (par exemple le poids de la rate) ; 

- Aux différents stades larvaires (miracidia et cercaires) : les sexes-ratios estimés par la 

technique de marqueurs PCR mis en place au laboratoire (Portela et al. 2010) ; 

- Au stade cercaire : des traits de vie supplémentaires comme l’émission cercarienne et 

sa chronobiologie ; 
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- Au stade sporocyste (stade de développement au sein du mollusque, hôte 

intermédiaire) : la prévalence de mollusques infestés et l’intensité d’infestation. 
 

Durant ce projet, un maximum de traits de vie est quantifié précisément: les sexes-ratios 

(miracidia, cercaires, adultes), l’infectivité des cercaires, la prévalence de mollusques infestés 

et la réponse immunopathologique de l’hôte vertébré. Les traits de vie émission cercarienne et 

chronobiologie ne sont pas évalués mais des observations microscopiques sont faites.  
 

Certains traits de vie ne montrent aucun changement entre les deux conditions allopatrique 

et sympatrique. Ces différents traits sont : l’infectivité des cercaires et la réponse 

immunopathologique de l’hôte vertébré et ce, entre les deux conditions sur les trois 

générations (Lepesant et al. in prep.) (Annexe 1).  
 

En comparant les moyennes des infectivités entre la condition sympatrique et la condition 

allopatrique, il n’y a aucune différence significative entre les deux groupes et ce pour les trois 

générations. Mais en confrontant les variances, on distingue une seule différence significative 

entre les deux groupes, à la génération 2, avec une augmentation de la variance dans le groupe 

expérimental. 
 

Aucune différence significative, dans la réponse inflammatoire, n’a été trouvée dans les 

valeurs moyennes et dans les variances (Lepesant et al. in prep.) (Annexe 1). 
 

D’autres traits d’histoire de vie mesurés présentent, quant à eux, des différences entre la 

condition sympatrique et la condition allopatrique : la prévalence de mollusques infestés, les 

sexes-ratios, l’émission cercarienne et la chronobiologie. Ces deux derniers traits n’ont pas été 

quantifiés précisément mais nous avons noté que l’émission cercarienne de la condition 

allopatrique est beaucoup plus conséquente que la condition sympatrique (environ 100 fois 

plus) et que la chronobiologie d’émission montre un profil d’émission particulier si le parasite 

se développe au sein de l’hôte allopatrique. Lorsqu’une souche de parasite est confrontée à 

son hôte sympatrique, le profil d’émission est caractérisé par un unique pic sur une durée 

restreinte. Mais quand une souche de parasite se développe dans un hôte allopatrique, le profil 

est caractérisé par un aplatissement, avec la formation d’un plateau, confirmant une durée 

d’émission étalée dans le temps (Figure 39). Ces résultats sont en adéquation avec des études 

précédentes réalisées au laboratoire (Théron 1980). 
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Figure 39: Profil d’émission cercarienne selon le développement du parasite au sein d’un hôte 
intermédiaire sympatrique ou allopatrique. Dans la condition sympatrique (SmBre/BgBRE), le profil présente 
un pic distinct alors que dans la condition allopatrique (SmBre/BgGUA) le profil est caractérisé par un 
aplatissement. Adapté de (Théron 1980) .   

 

Pour le trait d’histoire de vie de prévalence des mollusques infestés, une valeur inférieure 

dans la condition allopatrique par rapport à la condition sympatrique est constatée sur les trois 

générations (Lepesant et al. in prep.) (Figure 40). 

 

 

Figure 40: Prévalences de mollusques infestés dans la condition sympatrique et la condition allopatrique. 
La prévalence pour chaque groupe est stable pour les deux conditions mais la condition allopatrique (rouge) 
présente une prévalence plus faible que la condition sympatrique (vert) (Lepesant et al. in prep.). *p or 
**p<0.05.  
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Cette différence est significative pour les trois générations (G1 : p = 0.04; G2: p = 0.0176; 

G3: p = 0.0021). Pour chaque condition, la prévalence reste inchangée entre les trois 

générations de la même condition (sympatrique p = 1, 0.55 et 1 ; allopatrique p = 0.97, 0.366 

et 0.61) 

Le trait de vie le plus modifié, lorsque le parasite est soumis à un nouvel environnement, 

est le sexe-ratio à différents stades. Ainsi, lorsqu’une population de parasites est soumise à un 

environnement qui lui est propre, le sexe-ratio des individus est équilibré ou en faveur des 

mâles (Beltran & Boissier 2009). Mais lorsque cette même population de parasites (avec un 

sexe-ratio équilibré) est exposé à un environnement-hôte différent (souche allopatrique), on 

constate que le sexe-ratio est biaisé en faveur des femelles, et ce pour les stades cercaires et 

adultes. Au stade miracidia, post-reproduction sexuée, le sexe-ratio se rééquilibre ou retourne 

en faveur des mâles (Figure 41). 
 

 
 

Figure 41: Sexes-ratios des différents stades de développement dans la condition sympatrique et la 
condition allopatrique. La condition allopatrique présente un sexe-ratio biaisé en faveur des femelles, aux 
stades cercaires et adultes (Lepesant et al. in prep.) (Annexe 1). 
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La représentation graphique montre les pourcentages de mâles et de femelles dénombrés. Ces 

valeurs sont calculées par un ratio de chaque sexe par rapport au nombre d’individus total. Il 

est alors possible de déterminer un excès en mâles ou en femelles lorsque le ratio n’est pas de 

1 : 1 (un mâle pour une femelle), soit un sexe-ratio de 50%. Par exemple, dans la condition 

allopatrique, première génération, les miracidia présentent un excès de mâles, c’est-à-dire un 

sexe-ratio biaisé en faveur des mâles (60% de mâles et 40% de femelles). Lorsque cette 

population se développe au sein de l’hôte allopatrique, on constate que le sexe-ratio des 

cercaires et des adultes est biaisé femelle (80% et 65% de femelles contre 20% et 35% de 

mâles, respectivement). 

La population initiale du parasite servant à infester deux populations de mollusques 

(sympatrique vs allopatrique), possède un sexe-ratio initial biaisé mâle. Lorsque cette 

population SmBre est confrontée à un hôte sympatrique (BgBRE), le sexe-ratio reste inchangé 

ou est biaisé mâle (1.1 fois plus de femelles), et ce pour les trois générations. 

En revanche, si cette même population initiale est soumise à un environnement mollusque 

allopatrique (BgGUA), le sexe-ratio est dramatiquement changé avec environ 1.8 fois plus de 

femelle dans la population de cercaires issue de cette infestation allopatrique. Ce sexe-ratio 

biaisé en faveur des femelles est retrouvé au stade adulte avec une baisse du nombre de 

femelles, puisque l’infectivité des cercaires femelles est moindre que celle des mâles (Boissier 

et al. 1999). Suite à la reproduction sexuée au sein de l’hôte définitif, le sexe-ratio de la 

population de miracidia retrouve un équilibre ou est biaisé en faveur des mâles. De ce fait, 

l’augmentation du nombre de femelle est présent après l’infestation par S. mansoni d’un hôte 

intermédiaire allopatrique. Ce biais est retrouvé pour les trois générations successives de la 

condition allopatrique et peut persister sur sept générations (Théron, communication 

personnelle). 

Les changements dans certains traits d’histoire de vie nécessitent un questionnement sur 

les modifications génétiques. Pour investir cela, nous avons génotypé entre 24 et 32 individus, 

aux stades cercaires et miracidia, pour chaque condition et ce pour les trois générations 

successives. Ce génotypage, réalisé avec 14 marqueurs microsatellites, montre que les 

populations sont à l’équilibre d’Hardy Weinberg, que l’indice de différenciation entre les 

populations est faible (Fst moyen 1.11%), qu’il n’existe pas de différence de diversité 

génétique entre les différentes populations (pourcentage d’hétérozygotie entre 1.94% et 8.1%, 
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H=5.35, 11 ddl, p=0.94) et que le nombre d’allèles n’est pas significativement différent entre 

les populations analysées (au maximum 3 allèles, H=5.48, 11 ddl, p=0.94). 

Tous ces résultats vont être prochainement publiés (Lepesant et al. in prep.). L’article en 

préparation est en Annexe 1. 

 

2.3.2.  Analyse transcriptomique (RNA-seq) et épigénétique (ChIP-seq) 

Suite aux résultats obtenus lors de l’évolution expérimentale montrant la modification de 

traits phénotypiques (prévalence, sexe-ratio, chronobiologie d’émission) sans modification 

génétique, nous avons décidé d’investir des analyses de transcriptomique, au stade cercaire. 

Pour cela, une extraction d’ARN total a été mise au point dans le but d’effectuer un 

séquençage massif. Cette technique a été optimisée pour obtenir une quantité et une qualité 

suffisantes pour les analyses de RNA-seq. Le séquençage massif a été réalisé sur le stade 

cercaire, pour les trois générations de chaque condition. Après un nettoyage des séquences et 

l’alignement de celles-ci sur le génome de référence, des analyses de différentiel d’expression 

ont été menées grâce au logiciel CuffDiff. Ces analyses préliminaires sont encore en cours 

d’étude mais elles nous ont d’ores et déjà permis d’identifier des transcrits différentiellement 

exprimés entre les conditions et au sein de chaque condition, pour les trois générations.  
 

Au vu des résultats obtenus par le logiciel, un grand nombre de transcrits sont 

différentiellement exprimés entre la condition sympatrique et la condition allopatrique pour 

chaque génération, autour de 2000 transcrits par génération. Seuls 807 transcrits sont 

communs et différentiellement exprimés entre les deux conditions, toutes générations et 

conditions confondues. Parmi ces 807 transcrits, seuls 223 transcrits sont communs aux trois 

générations et présentent un différentiel d’expression dans la condition allopatrique (Figure 

42).  
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Figure 42: Diagramme de Venn des transcrits différentiellement exprimés entre la condition sympatrique 
et allopatrique. Un grand nombre de transcrit (" 2000 transcrits) est différentiellement exprimé entre les deux 
conditions pour chaque génération mais seuls 807 sont communs aux trois générations, toutes générations 
confondues. Parmi ces 807 transcrits, seuls 223 sont différentiellement exprimés dans les trois générations.  

 
 

Les transcrits différentiellement exprimés dans la condition allopatrique, par rapport à la 

condition sympatrique, sont répartis entre les différents chromosomes. Une certaine 

proportion (environ 14%) est identifiée sur des scaffolds non chromosomiques (SC). Ces 

scaffolds font partie de l’assemblage du génome v5.2 mais n’ont pas pu être rattachés à un 

chromosome particulier. De ce fait, ils ne sont pas identifiés parmi les 7 chromosomes 

autosomaux ou les chromosomes sexuels regroupés dans le groupe ZW (Figure 43). 
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Figure 43: Répartition des transcrits différentiellement exprimés dans la condition allopatrique par 
rapport à la condition sympatrique. Ces transcrits sont répartis sur les différents chromosomes. Les 
chromosomes sexuels sont regroupés dans un même groupe (ZW) et une proportion de scaffolds est identifiée 
comme non chromosomiques (SC) dans l’annotation v5.2 du génome de S. mansoni. L’histogramme (noir) 
représente le nombre de transcrits différentiellement exprimés dans la condition allopatrique, pour chaque 
chromosome et la partie non identifiée (SC). Les points rouges représentent le nombre de gènes prédits par 
chromosome et dans la région non annotée (SC). 

 

La répartition, des transcrits différentiellement exprimés dans la condition allopatrique, ne 

semble pas être dépendante du nombre de gènes prédits par chromosome. Il est à noter que le 

nombre de gènes prédits pour les chromosomes sexuels regroupe les gènes Z et le gènes W, 

puisque ces deux chromosomes sont identifiés dans un même groupe.  
 

Différents profils d’expression sont retrouvés selon les générations. Nous avons observé 

que les niveaux d’expression peuvent être les mêmes à travers les trois générations (145 sur 

223). Les analyses sont réalisées en comparant l’activité transcriptionnelle de la condition 

allopatrique par rapport à la condition sympatrique, pour chaque génération. Dans les profils 

constants sur les trois générations, nous avons identifié différents phénomènes : (i) 

d’induction, le transcrit n’est jamais exprimé dans la condition sympatrique mais l’est dans la 

condition allopatrique ; (ii) de surexpression, le transcrit est surexprimé dans la condition 

allopatrique ; (iii) de répression, les transcrits sont réprimés dans la condition allopatrique par 

rapport au niveau de transcription retrouvé dans la condition sympatrique (Tableau 8). 

D’autres profils présentent des niveaux d’expression variables entre les trois générations. 

Nous avons observé 15 profils différents. Par exemple un transcrit peut être réprimé à la 

génération 1, puis induit à la génération 2 et enfin surexprimé à la génération 3, dans la 

condition allopatrique par rapport à la condition sympatrique. Ou encore, le transcrit est 
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réprimé jusqu’à la génération 2 incluse puis est surexprimé à la génération 3 allopatrique. Les 

différents profils observés sont synthétisés dans le Tableau 8.  
 

Tableau 8: Synthèse des différents profils d’expression observés dans la condition allopatrique par 
rapport à la condition sympatrique. L’induction a lieu dans la condition allopatrique quand aucune 
transcription n’est retrouvée dans la condition sympatrique. La surexpression dans la condition allopatrique 
signifie que le transcrit est exprimé dans la condition sympatrique et surexprimé dans la condition allopatrique. 
La répression est présente dans la condition allopatrique en comparaison au taux de transcription observé dans 
la condition sympatrique. 

 

Génération 1 Génération 2 Génération 3 

Nombre de 

transcrits 

concernés 

Pourcentages 

Niveau d’expression sur les 3 générations 

Induction Induction Induction 69 

Surexpression Surexpression Surexpression 29 

Répression Répression Répression 47 

65 % 

Niveaux d’expression différents selon la génération 

Induction Induction Surexpression 16 

Induction Surexpression Induction 4 

Induction Surexpression Répression 2 

Induction Surexpression Surexpression 4 

Répression Induction Induction 3 

Répression Induction Répression 1 

Répression Induction Surexpression 1 

Répression Surexpression Surexpression 1 

Répression Surexpression Répression 5 

Répression Surexpression Surexpression 3 

Surexpression Surexpression Induction 8 

Surexpression Induction Surexpression 10 

Surexpression Répression Répression 10 

Surexpression Surexpression Répression 3 

Surexpression Répression Surexpression 7 

35% 

   223  
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Parmi ces 223 transcrits, 65% (145 gènes) ont un profil d’expression similaire au cours des 

trois générations : 31% sont induits, 21% sont surexprimés et 13% sont réprimés dans la 

condition allopatrique par rapport à la condition sympatrique. Les 35% restants (soit 78 

transcrits) ne présentent pas un niveau d’expression constant entre les trois générations et 

nous avons pu noter 15 différents profils (Figure 44).  

 
Figure 44: Diagramme de répartitions des profils d’expression observés dans la condition allopatrique 
pour 223 transcrits différentiellement exprimés dans les trois générations. L’induction, la surexpression et 
la répression sont présentes dans la condition allopatrique sur les trois générations. La catégorie « autres » 
comprend tous les profils expression n’étant pas constants sur les trois générations allopatriques. 

 

Pour ces transcrits ayant une expression stable à travers les générations, nous avons 

observé visuellement les profils chromatiniens associés, pour les marques euchromatiques et 

hétérochromatiques. Certaines différences transcriptionnelles entre les deux conditions 

semblent associées à des modifications de certaines marques. Parmi les 145 transcrits ayant 

un profil d’expression similaire sur les trois générations, 27 (soit !18%) présentent une 

différence pour au minimum une marque et au maximum les quatre (H3K9ac, H3K4me3, 

H3K9me3, H3K27me3). 
 

Prenons l’exemple du gène Smp_101290 qui est exprimé approximativement trois fois moins 

dans la condition allopatrique que dans la condition sympatrique. Il présente un 

enrichissement plus fort pour les marques dites euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) dans 

la condition sympatrique, et inversement un enrichissement plus fort pour les marques dites 

hétérochromatiques (H3K9me3 et H3K27me3) dans la condition allopatrique. Ce gène 

semble donc plus euchromatique dans la condition où il est le plus transcrit, et plus 

hétérochromatique dans la condition où il est réprimé. Les données de transcription semblent 

montrer une corrélation avec les données épigénétiques obtenues en ChIP-seq (Figure 45).  
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Figure 45: Exemple de transcrit présentant un différentiel d’expression associé à des modification de la 
structure chromatinienne dans la condition allopatrique. Le gène Smp_101290 est approximativement trois 
fois moins exprimé dans la condition sympatrique que dans la condition allopatrique. Il présente un 
enrichissement pour les marques H3K9ac (vert) et H3K4me3 (bleu) plus fort dans la condition sympatrique. Et 
un enrichissement pour les marques H3K9me3 (rouge) et H3K27me3 (orange) dans la condition allopatrique. 
Le gène est donc plus euchromatique dans la condition sympatrique, où il est transcrit trois fois plus que dans la 
condition allopatrique (hétérochromatisation plus forte). 
 

Ce gène, Smp_101290, est annoté comme étant codant pour une protéine liée à l’actine 

(ARP2) et une analyse des domaines conservés a mis en avant la présence d’un 

domaine (Figure 46): 

- Le domaine NBD de liaison nucléotidique de kinase, protéine HSP (Heat Shock 

Proteins) et de la superfamille de l’actine, incluent les liaisons à l’actine et les 

molécules chaperones HSP70.  
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Figure 46: Domaines conservés d’un gène différentiellement exprimé dans la condition allopatrique, 

associé à des modifications de la structure chromatinienne. Le domaine conservé est le domaines NBD 

(rouge). 

 

De plus, cette analyse a mis en avant des similarités de séquences avec un homologue de 

ACTR2 chez les bactéries (p = 2.8e-157) et Bos Taurus (p = 1.9e-156). Ce gène code pour une 

protéine connue pour être une des principales constituantes du complexe ARP2/3 qui est 

généralement situé à la surface cellulaire et est indispensable à la motilité cellulaire à travers 

le mouvement d’actine. Ce gène pourrait être impliqué dans la mobilité cellulaire.  
 

En revanche, 21 transcrits (soit !14%)  différentiellement exprimés (parmi les 145 ayant 

un profil d’expression similaire entre les générations), ne présentent pas de différence dans les 

profils chromatiniens et pour une grande proportion (soit !67%) nous n’avons pas de données 

sur la structure chromatinienne. 

Ces observations visuelles seront reprises ultérieurement par la technique de ChIP-PCRq sur 

les mêmes échantillons que ceux séquencés. Cette analyse ciblée nous permettra de confirmer 

les structures chromatiniennes autour des transcrits identifiés dans la condition allopatrique.  
 

Lors des analyses préliminaires des 223 transcrits identifiés comme différentiellement 

exprimés dans la condition allopatrique vis à vis de la condition sympatrique, nous avons 

utilisé le logiciel d’annotation automatique Blast2Go pour mettre en évidence que ces 

transcrits sont impliqués dans différentes grandes fonctions moléculaires (régulation d’activité 

enzymatique, activité hydrolase, activité ligase…) (Figure 47 A) ou de grandes fonctions 

biologiques (processi métaboliques, transport, processi de biosynthèse cellulaire…) (Figure 

47 B). 
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Figure 47: Grandes fonctions moléculaires et biologiques dans lesquelles sont impliqués les transcrits 
différentiellement exprimés dans la condition allopatrique.  

 

Cette annotation nous a permis d’identifier un gène transcrit approximativement 2 fois plus 

transcrit dans la condition allopatrique que dans la condition sympatrique, sur les trois 

générations. Ce gène, Smp_140390, est annoté comme un gène codant pour une enzyme N-

methyltransférase agissant sur les lysines des histones (histone-lysine N-methyltransférase).  
 

Une analyse des domaines conservés a mis en avant la présence de deux domaines (Figure 

48): 

- Le domaine RRM qui est hautement conservé chez les eucaryotes et qui est impliqué 

dans les processi d’expression post-transcriptionnelle des gènes incluant les ARN 

messagers, les ARN ribosomaux, l’exportation et la stabilité de l’ARN ; 

- Le domaine SET qui est impliqué dans les interactions protéines-protéines, ainsi que 

les activités de protéine-lysine méthyltransférase. 
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Figure 48: Domaines conservés d’un gène différentiellement exprimé dans la condition allopatrique. Les 
domaines conservés sont les domaines RRM (rouge) et SET (bleu). 

 

De plus, cette analyse a établi des similarités de séquences avec la N-lysine-methyltransférase 

(p = 5.9e-94) et le gène SETD1B (SET domain containing 1B) (p = 6.8e-92). De nombreuses 

histones méthyltransférases contiennent un domaine SET et catalysent l’addition de 

groupement méthyl sur des résidus lysine. Ce gène SETD1B code pour une méthyltransférase 

spécifique de la lysine 4 sur l’histone H3 (H3K4) (Lee et al. 2007). La marque H3K4 

méthylée représente un indice d’activation épigénétique de la transcription. Cette étude doit 

être approfondie mais elle met tout de même en avant la surexpression d’un gène prédit, 

similaire au gène SETD1B, chez les individus issus de la condition allopatrique, sur trois 

générations. 
 

Une étude ciblée de la transcription et de la structure chromatinienne autour de ce gène 

nous permettrait de confirmer les résultats issus du séquençage massif.  

Ce gène semble être un bon candidat pour appréhender l’influence des changements 

environnementaux sur la réponse adaptative rapide du parasite, caractérisée par des 

changements transcriptomiques et épigénétiques de nature chromatinienne.  
 

Les données issues du RNA-seq sur les trois générations sont encore en cours d’analyses. 

Il serait intéressant de vérifier les changements transcriptionnels au sein de chaque condition. 

Lorsqu’un transcrit est induit puis surexprimé dans la condition allopatrique, il est possible de 

vérifier si le taux de transcription augmente réellement ou si l’augmentation de la 

transcription est liée à la condition sympatrique. En effet, nos analyses préliminaires sont 

basées sur la comparaison un à un des transcrits entre la condition allopatrique et la condition 

sympatrique, pour chaque génération. Si la transcription diminue, d’une génération à l’autre 

dans la condition sympatrique, mais reste inchangée dans la condition allopatrique, la 

différence sera identifiée comme une expression plus forte entre les générations allopatriques. 

De plus, des validations ciblées par PCR quantitative seront mises en œuvre pour les transcrits 

identifiés comme ayant une activité transcriptionnelle dramatiquement changée par rapport à 

la condition sympatrique, ou codant pour des gènes impliqués dans de grandes fonctions.  
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Pour les analyses épigénétiques basées sur une approche globale, nous nous sommes 

focalisés sur les marques d’histones H3K9ac, H3K4me3, H3K9me3 et H3K27me3. L’étude 

s’est portée sur ces différentes marques car elles sont conservées chez S. mansoni. De ce fait, 

nous avons pu utiliser des anticorps commerciaux, après validation. L’ADN immunoprécipité 

pour chaque marque a été séquencé par la technique Illumina, en collaboration avec 

Montpellier GenomiX, pour les deux conditions, uniquement pour la génération trois. Les 

analyses bioinformatiques menées nous ont permis d’identifier différents profils, pour chaque 

marque, dépendant du taux de transcription. Les profils sont classés en fonction de leur niveau 

transcriptionnel. Sur la base des données obtenues par le logiciel CuffDiff, cinq classes sont 

formées selon la valeur des FPKMs (Fragment Per Kilobase of exons per Million reads 

mapped). Les FPKMs correspondent au nombre de séquences alignées par gène, normalisé 

par le nombre de séquences totales dans chaque condition et par la taille des transcrits. Les 

différentes classes formées, en fonction du nombre de FPKMs sont synthétisées dans le 

Tableau 9. 

 
Tableau 9: Différentes classes définies en fonction du nombre de FPKMs. 

Niveau d’expression FPKMs 

Pas d’expression 0 

Expression très faible 1-5 

Expression faible 5-10 

Expression moyenne 10-1000 

Expression forte 1000-10000 

 

L’analyse de ces différentes marques nous permet de définir des profils types pour chaque 

marque, en fonction de la transcription à l’échelle du génome. Ces profils ont été construits 

autour de la région du TSS (Transcription Start Site) pour une moyenne de 500 gènes. 

Cependant, nous ne pouvons pas comparer les taux d’enrichissement entre les marques. En 

effet, les profils ne sont pas normalisés entre chaque marque mais uniquement entre chaque 

condition. Les gènes étudiés sont d’une taille supérieure à 2 kb, pour que les profils ne soient 

pas plus grands que la taille du gène, et ils n’ont pas d’autres gènes présents 3kb en amont et 

en aval afin d’éviter la superposition des marques. Suite à la normalisation des données entre 

les deux conditions, nous avons constaté que les profils pour les marques H3K9ac, H3K4me3 

et H3K9me3 sont identiques entre les deux conditions. Seule la marque H3K27me3 présente 



Chapitre 3 – Résultats –  

 112!

un profil différent pour chaque condition. Ceci est dû à la qualité des séquences obtenues pour 

la condition sympatrique est moins bonne que celle de la condition allopatrique. De ce fait, les 

profils ne sont pas identiques et sont organisés par marque selon le taux de transcription 

globale (Figure 49). 
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Figure 49: Profils types des marques d’histones (H3K9ac, H3K4me3, H3K9me et H3K27me3), dans la 
région promotrice, en fonction du niveau d’expression à l’échelle du génome. Les profils des marques 
H3K9ac, H3K4me3 et H3K9me3 sont les mêmes dans la condition sympatrique et la condition allopatrique, 
alors que la marque H3K27me3 présente des différences entre les deux conditions, dues à des différences de 
qualité dans les séquences. 

 

Il est possible de constater que le profil des marques dépend du niveau transcriptionnel global 

associé. En effet, pour les gènes faiblement exprimés, l’enrichissement pour chaque marque 

est plus faible que pour les gènes fortement exprimés. Les gènes non exprimés présentent une 

absence d’enrichissement pour toutes les marques, mais à partir d’une très faible expression 

on peut relever l’apparition d’un pic d’enrichissement pour les quatre marques. De plus, 

l’enrichissement pour chaque marque plafonne rapidement à partir d’une expression moyenne 

(à partir de 10 FPKMs).  
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Les marques ont différents profils d’enrichissement (Figure 50): 

- H3K9ac : pic d’enrichissement en amont du TSS, qui perdure dans les introns et les 

exons du gène ; 

- H3K4me3 : pic d’enrichissement uniquement au niveau du TSS, qui ne se maintient 

pas dans les introns et les exons du gène ; 

- H3K9me3 : pic d’enrichissement en amont du TSS, au niveau du TSS, mais qui ne 

perdure pas dans les introns et les exons du gène ; 

- H3K27me3 : pic d’enrichissement en amont, dans le TSS et dans les introns/exons du 

gène dans la condition sympatrique ; alors que dans la condition allopatrique la 

marque ne perdure pas dans la région introns/exons. 

 

 
Figure 50: Schéma de la répartition des différentes marques d’histones (H3K9ac, H3K4me3, H3K9me3 et 
H3K27me3) autour du Transcription Start Site (TSS). Toutes les marques sont enrichies au niveau du TSS 
mais H3K9ac est présent en amont et en aval du TSS, tout comme H3K27me3 dans la condition sympatrique. 
H3K4me3 est identifiée uniquement dans la région du TSS. H3K27me3 dans la condition allopatrique est 
observée en amont du TSS. 

 

Dans notre modèle, les marques H3K9me3 et H3K27me3 ne sont pas forcément associées 

à des profils de transcription pour les gènes faiblement exprimés. En effet, plus le gène est 

transcrit, plus l’enrichissement pour ces marques augmente. 
 

Les analyses des données issues du ChIP-seq pour la génération trois sont encore en cours 

d’analyse mais les résultats préliminaires nous ont permis d’ores et déjà de mettre en avant 

une corrélation entre les marques d’histone et le niveau transcriptionnel à l’échelle du 

génome. Des analyses RNA-seq et ChIP-seq seront, par la suite, validées par PCR 

quantitative sur des gènes cibles. 
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Cette évolution expérimentale montre une influence directe de l’environnement hôte sur 

certains phénotypes du parasite (ex : prévalence et sexe-ratio). L’apparition des nouveaux 

phénotypes ne semble pas être corrélée à des modifications génétiques basées sur une analyse 

de marqueurs neutres. Cependant, le changement d’environnement entraîne un différentiel de 

transcription entre les individus issus de la condition sympatrique et ceux issus de la condition 

allopatrique. Les analyses sont encore en cours, mais il nous est tout de même possible de 

constater l’influence de l’environnement sur l’induction ou la répression de certains transcrits 

dans la condition allopatrique vis à vis de la condition sympatrique. La problématique 

principale de ces travaux était de savoir si l’environnement influence de manière aléatoire ou 

ciblée dans le génome. Au vu des résultats obtenus par le RNA-seq, nous avons mis en 

évidence qu’un grand nombre de transcrits est différentiellement exprimé à chaque génération 

(!10% des gènes totaux) mais qu’une petite proportion est similaire entre les trois générations 

(!1% des gènes totaux). Nous pouvons donc conclure que les changements, liés à une 

modification de l’environnement, sont principalement aléatoires dans le génome, avec un 

faible pourcentage de modifications ciblées et que les différences de transcription, à l’échelle 

du génome, peuvent être associées à des profils chromatiniens puisque les marques d’histones 

semblent être dépendantes des niveaux transcriptionnels.  
 

Enfin, lors de nos travaux nous avons identifié un gène candidat Smp_140390 qui peut être 

impliqué dans la modulation de la structure chromatinienne, plus particulièrement sur la 

méthylation des lysines des histones. Ce gène est deux fois plus transcrit dans la condition 

allopatrique que dans la condition sympatrique. Une analyse plus approfondie de ce gène 

candidat, ainsi que des autres transcrits différentiellement exprimés, sera indispensable pour 

corréler les données phénotypiques, transcriptomiques et épigénétiques. 

 

3. Énigme 3 « Différenciation sexuelle en l’absence de gène W-spécifique dans un système 

ZW »  

La dernière énigme est : comment existe-t-il une différenciation sexuelle, en l’absence de 

gène W-spécifique, dans un système ZW ? 
 

Dans un premier temps, suite au séquençage du génome de deux souches de laboratoire, 

nous avons réalisé une étude approfondie des séquences répétitives. Nous avons ainsi proposé 

un nouvel assemblage et une base de données classifiant ces séquences.  
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Dans un deuxième temps, nous nous sommes focalisés sur l’étude de séquences répétitives 

spécifiques du chromosome sexuel femelle, le W. En effet, après analyse de séquences issues 

de séquençage massif, nous avons identifié les différences entre les deux chromosomes 

sexuels. Ainsi, la région femelle spécifique est composée principalement de séquences 

répétitives.  

 

3.1. Analyse des séquences répétitives et de novo assemblage de ces séquences  

Les séquences répétitives étaient anciennement considérées comme des séquences 

poubelles. Depuis quelques années, des études prennent en compte ces séquences pour 

répondre à des questions biologiques ou évolutives. Suite au séquençage du génome de S. 

mansoni (v3.1), le logiciel RepeatScout a été utilisé afin d’identifier les séquences répétitives 

présentes dans le génome. La prédiction de ces séquences donne une estimation de 40% de 

séquences répétées, dont 20% correspondent à des éléments transposables (Berriman et al. 

2009).  
 

Depuis une trentaine d’années, plusieurs méthodes ont été développées pour identifier les 

séquences répétitives. Quand le génome de S. mansoni a été publié, des programmes 

conventionnels de prédiction ont permis de mettre en avant des séquences répétitives 

additionnelles. Certaines ont été identifiées par l’institut J. Craig Venter (1225) et cinquante 

cinq séquences répétées sont disponibles sur GenBank.  
 

En procédant au séquençage massif du génome de deux souches (Brésil et Guadeloupe) de 

notre laboratoire, nous avons décidé de raisonner différemment pour identifier les séquences 

répétitives présentes dans le génome. Pour assembler le pseudogénome de séquences répétées, 

nous avons utilisé un total de 38 004 342 séquences de 36 pb générés par le Genome Analyser 

II (Illumina). Les séquences sont disponibles sur NCBI SRA (NCBI Sequence Read Archive, 

SRA012151.6 et SRA043796.1). Les séquences sont alignées contre le génome de référence 

v3.1 avec les logiciels SOAP2/SOAPaligner (Li et al. 2009). Ces logiciels n’alignent que les 

séquences avec une unique occurrence et nous donne la possibilité d’isoler celles qui sont 

répétitives. Les séquences présentant plus d’une occurrence dans les génomes, représentent 12 

535 613 séquences soit environ 33% des séquences totales. Ces séquences répétitives sont 

assemblées par le logiciel Velvet 0.7.01 (Zerbino & Birney 2008) et un logiciel d’assemblage 

de séquences est utilisé pour générer au final 8594 contigs. Cela nous permet de concevoir un 

pseudogénome analysé indépendamment de l’assemblage des séquences uniques. Nos 

résultats révèlent un grand nombre de séquences répétitives additionnelles.  
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Chaque séquence répétitive est assemblée individuellement et une première annotation de ces 

contigs est réalisée par Blast (Altschul et al. 1990), Censor/Repbase (Kohany et al. 2006), 

TEclass (Abrusan et al. 2009) et Tandem Repeats Finder (Benson 1999). Des validations par 

PCR quantitative sont menées sur 9 contigs choisis pour : leur absence d’annotation avec le 

logiciel Censor, le fait qu’elles soient exclusives et abondantes dans le génome de S. mansoni. 

De plus, basés sur une analyse des banques ESTs, ces 9 contigs semblent présenter des 

niveaux d’expression différents. Sur 7 des 9 contigs, le résultat obtenu confirme notre 

assemblage. En effet, smr_2181, smr_2685, smr_2733, smr_3000, smr_3595, smr_4022, and 

smr_6227 présentent une bande à la taille attendue. Pour deux contigs (smr_3000 and 

smr_3826) une bande supplémentaire apparaît, à un poids moléculaire double de la taille 

attendue, suggérant des répétitions en tandem. Grâce à des analyses in silico, nous avons 

confirmé 6531 séquences répétitives (76% des séquences identifiées comme répétées) comme 

ayant deux ou plusieurs occurrences dans le génome et aucune annotation de gènes ou 

protéines.  
 

En effectuant des comparaisons de séquences, par l’outil Blast, nous avons identifié 306 

contigs comme correspondant à des gènes ou des familles de gènes, dont 40 gènes 

mitochondriaux. Par ailleurs, 1332 séquences (autres que celles identifiées comme gènes) sont 

des séquences uniques et 230 séquences sont absentes du génome de référence (v3.1). En plus 

de ces séquences, nous en avons ôté 10 supplémentaires suspectées d’être des contaminants 

issus du contact avec les hôtes intermédiaire et définitif ou avec l’eau des aquariums. Suite à 

l’annotation avec le logiciel Tandem Repeats Finder, 516 séquences supplémentaires, 

contenant des répétitions en tandem, sont identifiées. Parmi les séquences répétitives trouvées 

dans notre analyse, 2 445 séquences répétées s’alignent entièrement ou partiellement avec des 

séquences déjà identifiées par RepeatScout lors du séquençage du génome de référence 

(v3.1). Notre analyse nous a donc permis d’identifier 4 143 nouvelles séquences répétitives. 

Grâce aux résultats combinés des logiciels d’annotation Censor et de comparaison de 

séquences Blast, nous avons classé les 6531 séquences en 9 groupes. Mais, selon les résultats 

de TEclass, les séquences répétitives peuvent être classées hiérarchiquement en 5 groupes. La 

majorité des séquences répétitives annotées appartiennent aux classes I et II des 

(retro)transposons (Tableau 10).  
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Tableau 10: Résumé des résultats obtenus par Blast et Censor pour catégoriser les séquences répétitives 
de S. mansoni.  

 

Classes Nombre % 

Classe I (rétrotransposons) 565 8.6 

Classe I (rétrotransposons non-

LTR) 

720 11 

Classe II (transposons ADN) 239 3.7 

SINEs 31 0.5 

Rétrovirus endogènes 18 0.3 

Séquences répétées dispersées 21 0.3 

Pseudogènes, ARNsn, ARNr, 

ARNt 

38 0.6 

Inconnus 4899 75 

Total 6531  

 

 

Pour 1 921 des 6 531 (29%), des ESTs sont retrouvées suggérant une transcription de ces 

séquences. Nous avons vérifié le taux de transcription de 7 séquences répétées, présentant 

entre 0 et 52 ESTs, aux stades miracidia et adultes. Six (smr_2181, smr_2685, smr_2733, 

smr_3595, smr_4022 and smr_6227) montrent une faible mais significative transcription, 

relative à un gène de référence alors que pour une séquence répétée, aucune transcription 

n’est quantifiée (smr_7590) (Figure 51). 
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Figure 51: Expression relative de 7 séquences répétées aux stades miracidia et adultes. Ces données sont 
normalisées par rapport au 28S (Lepesant et al. 2012b) (Annexe 3) . 

 

Aucune corrélation n’est apparue entre le nombre d’ESTs et le taux de transcription 

mesuré par PCR quantitative.  

L’annotation par Tandem Repeats Finder et la comparaison de séquences nous a permis 

d’identifier 14 nouveaux marqueurs microsatellites polymorphes. Cinq d’entre eux sont 

localisés dans des régions codantes de gènes prédits, neuf sont probablement des marqueurs 

neutres (Tableau 11). 
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Tableau 11: Caractéristiques des 14 nouveaux microsatellites de S. mansoni. Ces microsatellites ont été 
identifiés lors de l’assemblage et annotation du pseudogénome de séquences répétitives (Lepesant et al. 2012b) 
(Annexe 3). 

 

Cibles Position génomique Gènes prédits 

smr_93 Smp_scaff000078:1883819..1884094  

smr_534 Smp_scaff008778:843..259  

smr_1025 Smp_scaff018982:4667..4845 smp_194060 

smr_1715 Smp_scaff001981:160389..160587  

smr_2261 Smp_scaff002707:1010..917 smp_106750 

smr_2501 Smp_scaff006696:1005..1124  

smr_2770 Smp_scaff000617:14517..14293 smp_098420 

smr_3069 Smp_scaff011538:822..633  

smr_3778 Smp_scaff015860:304..150  

smr_3838 Smp_scaff008307:1204..419  

smr_6232 Smp_scaff000018:21638..21810 smp_127980 

smr_6375 Smp_scaff000018:21638..21810 smp_186020 

smr_6449 Smp_scaff008307:205..393  

smr_7342 Smp_scaff008269:1329..1531  

 

 

Afin de générer une base de données combinée, nous avons utilisé les 1 225 séquences 

répétées prédites. Suite à l’analyse des 55 séquences disponibles sur GenBank, nous avons 

identifié 3 duplicats : Sm_SR-AB2 (AF025674.1), Sm_SR1_pol_3 (U66331.1) et 

Sm_Sinbad_iS4-T (AY965073.1). Pour Sm_salmonid (AY834402.1), il a été montré 

précédemment que cette séquence n’est pas présente chez S. mansoni (Grunau & Boissier 

2010). En conséquence, nous avons ôté ces 4 séquences de la base de données, à laquelle nous 

avons ajouté 51 séquences disponibles sur Genbank ainsi qu’une répétition en tandem 

identifiée par notre laboratoire (TandemRepeat_266) : 1225 prédits + 55 GenBank – 3 

duplicats – 1 faux positif + 1 précédemment identifié = 1277. Au total notre base de données 

de séquences répétées contient 5 420 séquences.  
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Notre pipeline de travail est résumé dans la figure ci dessous (Figure 52). 
 

 

Figure 52: Représentation schématique du pipeline utilisé pour l’identification et l’annotation des 
séquences répétées dans le génome de S. mansoni (Lepesant et al. 2012b) (Annexe 3). 

 

Nous nous sommes servis de notre base de données pour annoter l’assemblage 3.1 du 

génome de S. mansoni. Nous avons utilisé RepeatMasker (Smit et al. 1996) pour estimer que 

47,40% du génome est constitué de séquences répétitives. Tous les résultats et détails de cette 

analyse sont dans l’article en Annexe 3. Durant la préparation de la publication, la version 5.2 

du génome de S. mansoni a été publiée, dans laquelle la redondance des scaffolds est réduite 

(Protasio et al. 2012). Nous avons donc décidé de vérifier, par un logiciel de comparaison de 

séquences, si certaines séquences identifiées comme répétées dans notre base de données ne 

sont pas absentes du nouvel assemblage. Nous avons ôté les séquences qui ne s’alignaient pas, 

d’où une proportion de séquences répétées maintenant estimée à 47,73% pour la version v5.2 

de génome (valeur très proche de la version 3.1).  

Tous les résultats sont publiés en 2012 dans Experimental Parasitology (IF 2.122) 

(Lepesant et al. 2012b). L’article est en Annexe 3. 
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3.2. Analyse des changements chromatiniens autour des séquences répétitives satellites 

suggérant un possible mécanisme pour l’émergence des chromosomes sexuels  

Chez les schistosomes, le sexe est déterminé par des chromosomes sexuels, avec une 

femelle hétérogamétique (ZW) et un mâle homogamétique (ZZ) (Liberatos & Short 1983). 

Sur la base cytogénétique, il existe une différence flagrante entre le chromosome Z et le 

chromosome W dans l’espèce Schistosoma. Cependant pour S. mansoni, la discrimination 

entre le chromosome Z et le chromosome W est uniquement basée sur des différences de 

structure chromatinienne (Grossman et al. 1981). S. mansoni est donc un modèle de choix 

pour étudier l’implication de la structure chromatinienne sur la détermination du sexe chez les 

espèces ayant un système ZW. 
 

Le génome de S. mansoni est séquencé et partiellement assemblé (version 3.1 avec 19 033 

scaffolds) (Berriman et al. 2009). Récemment, une version d’assemblage par chromosome a 

été publiée (version 5.2 composée de 882 scaffolds) (Protasio et al. 2012). En 2009, Criscione 

et al. proposent une carte génétique pour 210 scaffolds (version 3.1) utilisant des marqueurs 

microsatellites. Ils ont ainsi identifié 8 linkage groups correspondant aux 7 autosomes et aux 

chromosomes sexuels (positionnés dans le même groupe), indiquant que ces derniers peuvent 

recombiner (Criscione et al. 2009). Malgré cela, leurs études ont montré qu’une petite région 

des chromosomes sexuels, environ 18 Mb, présente une répression de recombinaison. 
 

Plusieurs questions restent en suspens : (i) quelles sont les différences génétiques entre les 

chromosomes Z et W chez S. mansoni ? (ii) quel est le mécanisme de répression de 

recombinaison dans cette région particulière ?  

 

Suite au séquençage massif de l’ADN génomique mâle et femelle, nous avons aligné les 

séquences sur le génome de référence (v3.1). En calculant un ratio mâle sur femelle (ZZ/ZW), 

nous avons pu identifier les séquences mâles, puisqu’elles présentent un ratio autour de 2 

(deux chromosomes Z chez le mâle contre un seul chez la femelle). Cela nous a permis 

d’identifier 15 scaffolds spécifiques pour le mâle. Les ratios obtenus par l’analyse des 

données de séquençage massif ont été validés par PCR quantitative sur 13 loci choisis 

arbitrairement. Cette validation confirme les résultats issus de séquençage et montre une 

réelle cohérence entre les analyses massives et ciblées. Récemment, l’assemblage total des 

chromosomes sexuels a été publié (Protasio et al. 2012). De ce fait, nous avons réitéré notre 

analyse et avons pu observer que 70% des séquences uniques sont identiques entre le 

chromosome Z et le chromosome W, dans la version 5.2 qui estime la région Z-spécifique à 
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18Mb avec 782 gènes prédits (Protasio et al. 2012). Lors de l’analyse sur la version 3.1, 90% 

des séquences uniques étaient assignées comme pseudoautosomales et la région Z-spécifique 

était estimée à 6.5Mb.  
 

Parmi les 15 scaffolds spécifique du chromosome Z, 205 gènes sont prédits (en accord avec 

les prédictions de SchistoDB). Cependant, seulement 4 gènes semblent coder pour des 

protéines putatives impliquées dans la spermatogénèse ou pour des gènes paralogues 

présentant une expression spécifique dans les testicules. Ainsi, nous avons identifié les 

séquences pseudoautosomales et les séquences spécifiques du chromosome Z ou du 

chromosome W. En nous basant sur la carte génétique proposée par Criscione et al. 

(Criscione et al. 2009), nous avons observé que tous les scaffolds Z-spécifiques sont localisés 

dans une région du chromosome Z qui présente une répression de recombinaison. Dans cette 

région, les séquences uniques sont entrecoupées de séquences répétées. Ces dernières sont 

pseudoautosomales. En conséquence, la répression de recombinaison dans cette région, n’est 

pas uniquement due à l’absence de séquences chromatides sœurs. Ces résultats ont été 

confirmés avec l’assemblage de la version 5.2.  
 

Dans des études précédentes il a été montré que 105 scaffolds sont spécifiques du 

chromosome W uniquement présent chez les femelles (ZW) (Portela et al. 2010). Nous 

disposons maintenant d’indications suggérant que les séquences femelles spécifiques sont 

composées de séquences répétitives. En utilisant la technique de WISH (Whole In Situ 

Hybridization), développée au laboratoire (Portela et al. 2010), 33 nouvelles séquences 

répétitives femelles ont été trouvées, en plus de celles précédemment identifiées (W1, W2, 

SMAlphafem-1). La validation de ces 36 séquences répétitives femelles a été menée par PCR 

classique (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). Une analyse des banques et les résultats de PCR 

quantitative montrent que 8 de ces séquences répétées sont transcrites. Pour un certain nombre 

de ces séquences, le nombre de copies a été estimé par PCR quantitative et est modéré (100-

400 copies), à l’exception de SMAlphafem-1 (plusieurs milliers de copies), confirmé par des 

études antérieures (DeMarco et al. 2004).  
 

Par ailleurs, la base de données SchistoDB a été utilisée pour identifier 8 gènes putatifs 

pouvant être localisés dans cette région composée de séquences répétitives. Une inspection 

manuelle de tous les loci a montré 4 gènes putatifs présents dans les données de séquençage 

massif du génome femelle, mais 3 sont identiques et la région codante prédite est très petite. 
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Aucune similarité avec des protéines connues n’a pu être trouvée avec les logiciels de 

comparaison de séquences. 
 

Suite à toutes ces analyses in silico, nous avons localisé les séquences répétitives les plus 

abondantes. La technique de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) est utilisée sur des 

métaphases tardives de sporocystes secondaires (Figure 53).  

 
Figure 53: Localisation, par FISH (Fluorescent in situ Hybridization), sur le chromosome W des 8 
séquences répétées les plus abondantes. Photos en microscopie à fluorescence de métaphases tardives de 
sporocystes secondaires, réparties autour d’un chromosome W schématique. Les séquences étudiées sont 
présentent dans la région hétérochromatique (rouge) du chromosome W. Aucunes séquences n’est retrouvée 
dans la région euchromatique (rose) (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). 

 

Toutes les séquences répétées étudiées (les 8 plus abondantes), sont (i) arrangées en large 

blocs satellites ; (ii) localisées dans la région hétérochromatique du chromosome W : soit à la 

région péricentromérique, soit à la frontière euchromatine/hétérochromatine, soit aux deux 

localisations ; (iii) présentes uniquement sur le bras long (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). 
 

Les données ESTs suggèrent que certaines de ces séquences répétées sont transcrites. La 

transcription de W1 et SMAlphafem-1 a déjà été démontrée dans des études précédentes 

(Grevelding 1999). Suite à l’extraction d’ARN des différents stades de développement du 

parasite S. mansoni, nous avons quantifié le taux de transcription de W3, W4, W5 et 

SMAlphafem-1 (Lepesant et al. 2012a) (Figure 54). 
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Figure 54: Représentation des taux de transcription des séquences répétées W4, W5 et SMAlphafem-1 aux 
différents stades de développement de S. mansoni. Les données sont normalisées par rapport au gène de 
référence 28S. Les expériences ont été répétées entre 3 et 5 fois. Maximum (triangle), minimum (cercle), quartile 
2 à 4 (large rectangle). La transcription des séquences répétitive est restreinte aux stades larvaires (miracidia et 
cercaires) (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). 

 

Pour la séquence répétée W3, aucune transcription significative n’a été notée. Les 

séquences répétitives W4, W5 et SMAlphafem-1 sont transcrites uniquement aux stades 

larvaires. Aucun transcrit n’a été détecté au stade adulte (couples et adultes femelles 

immatures). Au niveau génomique, nous avons noté moins de 20% de différence dans le 

nombre de copies (mesure par PCR quantitative) entre plusieurs échantillons biologiques, et 

nous n’avons pas observé de décroissance du nombre de copies durant le cycle de vie du 

parasite. L’absence de transcription chez les adultes n’est donc pas due à une absence de ces 

séquences à ce stade. 
 

Dans certains cas, la transcription des séquences répétées est corrélée à des changements 

de structures chromatiniennes (Reinhart & Bartel 2002). Nous avons donc décidé d’analyser 

les isoformes histones pouvant être potentiellement associées à des séquences répétées 

femelles spécifiques. L’immunoprécipitation de la chromatine, associée au séquençage massif 

(ChIP-seq), a été retenue pour évaluer l’abondance de la marque H3K9ac autour des 

séquences répétées aux stades miracidia, cercaires et adultes. Les 36 séquences répétées 
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femelles spécifiques montrent une décroissance graduelle de cette marque, des stades 

larvaires au stade adulte. Pour vérifier ces données de séquençage massif, nous avons utilisé 

la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (avec des anticorps spécifiques de 

marques euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) ou hétérochromatiques (H3K9me3 et 

H3K27me3))  associée à de la PCR quantitative, pour les séquences répétées W3, W4 et W5 

(Lepesant et al. 2012a) (Figure 55). 

 

 
Figure 55: Structure chromatinienne, évaluée par ChIP-seq et ChIP-PCRq, autour des séquences répétées 
femelles spécifiques W3, W4 et W5 aux différents stades de développement. Moyenne de trois expériences 
indépendantes pour la PCRq, deux expériences indépendantes pour le séquençage de H3K9ac stade miracidia, 
et une expérience ChIP-seq pour cercaires et adultes. L’enrichissement euchromatique autour des régions 
répétées décroit des miracidia (noir) aux cercaires (gris) puis aux adultes (blanc). Les données de ChIP-seq et 
ChIP-PCRq se corrèlent. Le statut hétérochromatique reste sensiblement le même à tous les stades (Lepesant et 
al. 2012a) (Annexe 2). 

 

Les deux marques euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) sont enrichies pour ces 

séquences répétées (W3, W4 et W5), au stade miracidia, où la transcription apparaît. Au 

contraire, chez les adultes, les marques euchromatiques sont beaucoup moins enrichies. Basé 

sur les expériences de PCR quantitative, les cercaires occupent une position intermédiaire. En 

combinant les expériences de ChIP-seq et ChIP-PCRq, on peut observer une baisse de la 

marque H3K9ac des miracidia aux cercaires puis aux adultes. La marque H3K4me3 présente 

le même profil que H3K9ac entre les stades miracidia et cercaires mais reste ensuite constante 

entre cercaires et adultes. Les marques hétérochromatiques, H3K9me3 et H3K27me3, sont 

abondantes au stade cercaires mais faibles aux stades miracidia et adultes.  
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En d’autres termes, autour de ces séquences répétées femelles spécifiques, nous observons 

trois types distincts de structures chromatiniennes :  

- au stade miracidia, les séquences répétées sont clairement euchromatiques ; 

- au stade cercaire, une large proportion de ces séquences est hétérochromatique ; 

- au stade adulte, nous avons trouvé une structure particulière qui n’est ni 

euchromatique ni hétérochromatique mais associée à l’absence de transcription. 
 

Nous avons ensuite testé si les changements observés dans la structure de chromatine 

étaient le résultat ou la cause des changements de transcription. Si l’hypoacétylation des 

histones est la cause de l’inactivation de la transcription, alors l’inactivation des histones 

déacétylases entraîne une répression de transcription. Mais, si la transcription des séquences 

répétées est à l’origine des changements de structure chromatinienne, alors l’inhibition des 

histones déacétylases ne changera pas le taux de transcription, car chaque augmentation de 

transcription va renforcer la déacétylation et donc contourner l’inhibition.  
 

Nous avons traité des vers adultes avec de la trichostatine A (TSA) qui est un inhibiteur 

des histones déacétylases (HDAC). Après deux heures de traitement, des changements de 

comportements sont apparus avec des mouvements de convulsion. La transcription a été de 

nouveau quantifiée par PCR quantitative pour W4, W5 et SMAlphafem-1, mais pour aucune 

des séquences répétées, un taux de transcription n’a été trouvé. En revanche, nous avons 

observé une augmentation de la transcription de retrotransposons présents sur les 

chromosomes autosomaux. Afin de confirmer l’absence de toxicité de la TSA, des tests de 

cytotoxicité ont été réalisés.  
 

Toutes ces analyses nous ont permis d’identifier les séquences spécifiques du chromosome 

Z, du chromosome W et les séquences pseudoautosomales, ainsi que la région Z-spécifique 

qui est composée de séquences uniques entrecoupées de séquences répétées 

pseudoautosomales, et la région W-spécifique qui est composée de 36 familles de séquences 

répétitives, parmi lesquels aucun gène W-spécifique n’a pu être identifié. Les huit séquences 

les plus abondantes sont toutes localisées dans la région hétérochromatique du bras long sur le 

chromosome W et certaines sont transcrites aux stades larvaires. Cette transcription est 

associée à des changements dans la structure chromatinienne, autour de ces séquences 

répétées, tout au long du cycle de développement de S. mansoni. 
 

Tous les détails et résultats de ces analyses sont publiés, en 2012, dans Genome Biology 

(IF 9.036). L’article est en Annexe 2. 
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 Ces travaux de thèse ont pour principal objectif de mieux comprendre l’influence de 

l’environnement sur le parasite humain S. mansoni, responsable de la bilharziose intestinale, 

maladie qui se trouve au second rang mondial (après la malaria) en terme de morbidité et de 

mortalité induites par le parasite, avec plus de 200 millions de personnes infestées dans 74 

pays et plus de 200 000 décès par an (Chitsulo et al. 2004; Gryseels et al. 2006).  

 Lors du cycle de développement, les différents stades sont exposés à des environnements 

particuliers. Ainsi, les stades larvaires libres (miracidia et cercaires) se retrouvent dans un 

milieu aqueux, dépendant des conditions biotiques et abiotiques. Puis ces larves peuvent être 

exposées à différents hôtes intermédiaires (souche de mollusque) et définitifs (humain ou 

murin). S. mansoni étant un endoparasite, chaque hôte dans lequel il va se maintenir devient 

son environnement direct. Pour survivre, ce parasite est contraint de lutter contre les défenses 

immunitaires des hôtes respectifs, et depuis quelques années il doit trouver la parade, 

essentiellement au stade adulte, aux traitements thérapeutiques anti-helminthes.  

 Notre hypothèse de travail est que ces environnements fluctuants peuvent influencer, à 

différents moments du cycle, l’épigénome de S. mansoni par des modifications phénotypiques 

héréditaires mais réversibles. Ces changements pourraient lui confèrer un réel avantage pour 

s’acclimater et s’adapter rapidement à des environnements non stables.  

 Afin de vérifier cette supposition, nous avons décidé de changer l’environnement du 

parasite, principalement l’environnement-hôte.  

Pour les modifications environnementales abiotiques, nous avons choisi de travailler sur 

l’apparition rapide de résistance à une drogue antihelminthe, S. mansoni étant capable de 

générer des phénotypes résistants à l’hycanthone et au lucanthone, en un temps de génération 

très court (Rosi et al. 1967; Rogers & Bueding 1971; Jansma et al. 1974; Jansma et al. 1977; 

Cioli & Pica-Mattoccia 1984; Pica-Mattoccia et al. 1988; Cioli et al. 1992).  

Pour les modifications environnementales biotiques, nous avons établi une évolution 

expérimentale soumettant une même population initiale de parasites à deux souches d’hôtes 

intermédiaires différents. Chaque souche de parasite est spécifique de son hôte intermédiaire 

(souche sympatrique) mais est tout de même capable d’infester, à un taux plus faible et un 

coût certain, d’autres souches de mollusques (souche allopatrique). Ainsi, certains individus 

parasites (compatibles) pourront se développer normalement au sein de l’hôte mollusque alors 

que d’autres (incompatibles) seront (à une proportion plus ou moins grande) reconnus, 
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encapsulés et tués par les cellules immunitaires du mollusque. Seuls certains individus 

arriveront à se développer et se maintenir au sein du mollusque qui ne leur est pas spécifique 

(souche allopatrique).  

 Ces deux évolutions expérimentales ont mené à deux énigmes : (1) « Adaptation rapide de 

S. mansoni à une drogue anti-helminthe » et (2) « Adaptation rapide de S. mansoni à 

l’Amérique du Sud ». Les résultats obtenus pour cette dernière ont généré une troisième 

énigme subsidiaire: (3) « Différenciation sexuelle en l’absence de gène W-spécifique dans un 

système ZW ». 

 Afin de résoudre notre hypothèse principale, il nous a fallu répondre à ces trois questions. 

Pour cela, des expérimentations ont été mises en place ainsi que des outils techniques 

nécessaires à l’analyse allant de la population (traits de vie) à la molécule (génome, 

épigénome et transcriptome).  

 Ainsi, nous avons : (i) élaboré un protocole de biologie moléculaire pour l’extraction 

d’ARN de haute qualité (http://methdb.univ-perp.fr/epievo/); (ii) mis en place des marqueurs 

spécifiques du sexe pour identifier les individus mâles des individus femelles aux stades où le 

dimorphisme sexuel n’est pas établi (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2) et (iii) utilisé des 

outils bioinformatiques afin d’analyser les grandes quantités de données issues de séquençage 

massif d’échantillons de différentes natures (ADN, ARN et ADN immunoprécipité) et de 

classifier la totalité des séquences répétitives du génome de S. mansoni (Lepesant et al. 

2012b) (Annexe 3). 

 

Comment S. mansoni est-il capable de générer rapidement des phénotypes résistants à 

un traitement anti-helminthe, et ce en un temps de génération court? 

 

 Pour répondre à cette première question scientifique, un protocole expérimental a été mis 

en œuvre en utilisant comme traitement anti-helminthe, tout d’abord l’hycanthone puis le 

lucanthone, deux molécules qui visent à changer l’environnement-hôte définitif. Les modèles 

expérimentaux des deux protocoles sont basés sur des travaux de Luria & Delbrück (Luria & 

Delbrück 1943) ainsi que Lederberg & Lederberg (Lederberg & Lederberg 1952). 
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 L’acceptation universelle selon laquelle les variations sont aléatoires, résulte d’une série de 

travaux sur des bactéries, rapportée par Luria & Delbrück en 1943 (Luria & Delbrück 1943).  

 Chez les bactéries, tous les organismes se divisent, la distinction entre les cellules 

somatiques et les cellules germinales n’a pas d’importance, et les influences 

environnementales sur l’organisme peuvent passer aux générations suivantes. Quelques 

adaptations à des agents antibactériens sont connues pour apparaître rapidement (Jablonka & 

Lamb 1999). Le point essentiel des expériences de Luria & Delbrück est de montrer que leurs 

mutations adaptatives peuvent apparaître spontanément en absence d’un agent sélectif.  

Pour étudier l’événement de résistance aux phages chez les bactéries Escherichia coli, 

deux hypothèses ont été retenues : (i) les mutants phages-résistants sont induits par la 

présence des phages ; (ii) les mutants phages-résistants apparaissent spontanément et sont 

sélectionnés par la présence des phages. Ces deux hypothèses donnent différentes prédictions 

sur la distribution des colonies mutantes dans des cultures parallèles.  

 Dans le type d’expérience de Luria & Delbrück, des séries de cultures identiques, avec un 

fond génétique très semblable, sont maintenues sur des milieux de culture non sélectifs. 

Quand chaque culture atteint une densité spécifique, elles sont transférées sur des milieux 

contenant les phages (milieu sélectif). Les cellules sensibles meurent, alors que les résistantes 

survivent et forment des colonies qui sont ensuite dénombrées (Luria & Delbrück 1943). La 

distribution des colonies survivantes dépend de mutations directes ou de mutations aléatoires. 

Si le nombre de mutants augmente en réponse à la présence du phage, le nombre de colonies 

résistantes dans chaque culture ne montre pas de variations. Puisqu’il est peu probable que la 

présence des phages induise des changements héréditaires, le nombre de colonies mutantes 

dans les différentes cultures doit suivre une loi de Poisson (loi des évènements rares) avec une 

variance égale à la moyenne (Jablonka & Lamb 1999). Cette distribution est schématisée dans 

la Figure 56 (A). Toutefois, si les mutations ne sont pas induites mais apparaissent 

spontanément avant que les bactéries ne soient confrontées aux phages, le nombre de colonies 

mutantes doit varier fortement entre chaque culture, selon les stades de développement. Les 

cultures dans laquelle la mutation apparaît tôt dans le développement ont plus de colonies 

mutantes alors que les cultures où la mutation se fait tardivement présentent moins de 

colonies résistantes (Figure 56 B). Ainsi la variance de la distribution du nombre de colonies 

mutantes sera plus élevée que la moyenne (Jablonka & Lamb 1999).  
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Figure 56: Hypothèses des expériences de mutation directe ou aléatoire de Luria & Delbrück (Luria & 
Delbrück 1943). (A) Distribution des colonies mutantes si toutes les mutations sont directes. (B) Distribution si 
toutes les mutations apparaissent aléatoirement et sélectionnées par le milieu. Modifié de (Jablonka & Lamb 
1999). 

 

Luria & Delbrück constatent que le nombre de colonies mutantes varie entre chaque culture. 

La distribution est bien celle prédite par l’hypothèse selon laquelle les mutations ne sont pas 

induites par l’environnement mais apparaissent spontanément (Figure 56 B). Les mutants 

phages-résistants existent avant l’exposition aux phages et sont simplement sélectionnés par 

la présence des phages (Luria & Delbrück 1943; Jablonka & Lamb 1999).  

 En 1952, Lederberg & Lederberg confirment (Lederberg & Lederberg 1952) les résultats 

obtenus par Luria & Delbrück (Luria & Delbrück 1943). En utilisant la technique de transfert 

de colonies, ils montrent clairement que les mutations sont présentes à de faibles fréquences 

avant l’application des conditions sélectives. Le transfert de colonies implique : la croissance 

de colonies bactériennes sur un milieu agar non sélectif puis le transfert exact des copies de 

colonies, à des positions identiques, sur des milieux contenant un agent sélectif (antibiotique 

streptomycine). Lorsqu’elles se trouvent sur les milieux sélectifs, seules les colonies mutantes 

croissent. Lederberg & Lederberg ont relevé que les patrons de colonies mutantes sont les 

mêmes sur chaque réplicat, montrant que la mutation est bien présente avant que les colonies 

ne soient transférées sur le milieu sélectif (Lederberg & Lederberg 1952) (Figure 57 B). 
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Figure 57: Protocole expérimental de Lederberg & Lederberg. (A) Distribution des colonies mutantes si 
toutes les mutations sont directes. (B) Distribution si toutes les mutations apparaissent aléatoirement. R, 
résistance ; AB, antibiotique (Lederberg & Lederberg 1952). 
 

 Dans les deux expériences, la résistance aux phages ou à l’antibiotique est présente avant 

l’exposition des bactéries au milieu sélectif. Les mutations n’apparaissent pas en tant que 

réponse adaptative à la pression de sélection (Jablonka & Lamb 1999). 

 En nous basant sur ces travaux, nous avons établi une évolution expérimentale pour 

répondre à la question : La résistance, à l’hycanthone ou au lucanthone, est-elle déjà présente 

dans la population et sélectionnée par le traitement ou, est-ce le traitement qui entraîne la 

résistance de certains individus parasites?  

 En 1971, Rogers et al. relatent le premier cas de résistance à l’hycanthone obtenu en 

laboratoire (Rogers & Bueding 1971). Cette résistance apparaît à la première génération, est 

stable et peut perdurer sur plusieurs générations. Cette résistance peut passer de 69% à 100% 

à travers 7 générations (Jansma et al. 1977). La résistance est due à une absence d’activité 

enzymatique. L’enzyme ciblée serait active chez les parasites sensibles, mais inactive chez les 

individus résistants. Par l’évolution expérimentale mise en place, nous avons cherché à 

comprendre si l’absence d’activité enzymatique existe avant le traitement ou si le traitement 

entraîne l’inactivation enzymatique et donc la résistance. 

En cela, le parasite d’étude S. mansoni présente un fort avantage puisqu’à partir d’infestations 

monomiracidiales sur mollusque (un miracidia par mollusque), il nous est possible de 

produire des populations clonales de cercaires avec un fond génétique homogène. Les clones 

de parasite miment les colonies bactériennes et le milieu sélectif est le traitement avec 

l’hycanthone ou le lucanthone. Chaque clone est répliqué plusieurs fois. La distribution des 
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individus résistants entre les différents clones et au sein de chaque clone nous permet de 

déterminer si la résistance à ces deux drogues existe avant le traitement et sélectionnée par ce 

dernier (mutation aléatoire), ou si la résistance est induite par le traitement (mutation directe) 

selon Luria & Delbrück (1943). 

 Les résultats de résistance diffèrent entre les expériences hycanthone et lucanthone. En 

effet, après traitement à l’hycanthone, le nombre d’individus survivants est fortement diminué 

par rapport à la condition non traitée. Les individus résistants sont répartis entre plusieurs 

clones. Sur cinq clones, seuls deux présentent une sensibilité totale et aucun individu résistant 

n’a été retrouvé. Au contraire, avec le traitement au lucanthone, le nombre d’individus 

survivants n’est pas significativement différent de la condition non traitée. Les individus 

survivants sont retrouvés dans tous les clones. Cette divergence entre les deux traitements 

peut être expliquée par deux raisons : 

- La première est que le lucanthone est moins efficace que l’hycanthone. Il est a noté 

que les deux drogues, n’étant plus commercialisées, ont été récupérées dans des 

laboratoires travaillant anciennement sur ces drogues. Il nous est donc impossible 

d’avoir des renseignements précis quant à leur date d’acquisition et leur conservation.  

- La deuxième est que dans l’expérience hycanthone, les individus traités sont 

uniquement des individus mâles alors que dans l’expérience lucanthone les individus 

traités sont des couples. Dans cette dernière expérience, les infestations ont été 

réalisées avec des couples de clones afin de récupérer les œufs issus de la reproduction 

sexuée pour réaliser le traitement sur la deuxième génération. Cette différence peut 

entraîner une modification de l’efficacité de la drogue avec une protection plus forte 

des individus accouplés puisqu’il a été montré que les femelles résistantes à 

l’hycanthone ont la capacité de protéger le mâle avec lequel elles sont accouplées 

(Jansma et al. 1977). Ce phénomène peut également se reproduire dans le cas du 

traitement au lucanthone qui est issu de la bioactivation de l’hycanthone. 

 Suite aux deux traitements, la distribution des individus résistants est différente de celle 

proposée dans l’hypothèse de mutation aléatoire, par Luria & Delbrück (Luria & Delbrück 

1943). 
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Figure 58: Design expérimental de Luria & Delbrück adapté à S. mansoni. (A) Distribution des colonies 
mutantes si toutes les mutations sont directes. (B) Distribution si toutes les mutations apparaissent 
aléatoirement. Adapté de Jablonka & Lamb (Jablonka & Lamb 1999). 

 

 Nos résultats sont en faveur de l’hypothèse d’une mutation directe proposée par  Luria & 

Delbrück (Figure 58 A). En effet, le patron de répartition des individus résistants correspond à 

cette hypothèse: la résistance à ces drogues est apparue après traitement.  

La définition de mutation a évolué depuis les études de Luria & Delbrück, lesquels 

proposaient le terme de mutation directe dans le cas d’une mutation complète d’un gène. 

Actuellement une mutation est considérée comme une modification de la séquence d’ADN. 

Les résultats issus des évolutions expérimentales mettent plutôt en avant un phénomène 

d’épimutation, qui serait cohérent avec les études démontrant l’absence d’une activité 

enzymatique entraînant la résistance (Cioli et al. 1992). L’enzyme est présente chez tous les 

individus mais est active chez les individus sensibles et inactive chez les individus résistants. 

Cette modification d’activité peut être expliquée par un phénomène d’hétérochromatisation, 

menant à une inhibition de cette enzyme. Cette hypothèse est confortée par les études de 

Jansma et al. qui montrent que les phénotypes résistants sont métastables (Jansma et al. 

1977). Ils sont présents sur plusieurs générations successives mais parfois cette résistance 
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disparaît en absence de traitement. Les études, actuellement en cours, portent sur la 

modification de la structure chromatinienne chez les individus résistants à l’hycanthone. 

Lors du traitement avec le lucanthone, nous avons montré que la deuxième génération traitée 

présente un grand nombre de vers résistants mais les résultats surprenants ne nous permettent 

pas de répondre à la question d’héritabilité. Les molécules hycanthone et lucanthone n’étant 

plus commercialisées, nous pourrions reproduire ces évolutions expérimentales avec la 

molécule oxamniquine qui est encore utilisée contre S. mansoni. Plusieurs études ont mis en 

avant la résistance croisée de cette molécule avec l’hycanthone (Cioli et al. 1992) mais aussi 

avec le praziquantel (Fallon & Doenhoff 1994), actuellement utilisé dans le traitement général 

de la bilharziose. Il est donc d’une importance majeure de comprendre les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à cette résistance et induits par ces traitements. 

 Au sein de chaque clone, plusieurs réplicats ont été réalisés afin de se baser, en parallèle, 

sur les expériences de Lederberg & Lederberg (Lederberg & Lederberg 1952). Cependant, les 

résultats obtenus au sein d’un clone, entre chaque réplicat, ne sont pas identiques. Cette 

différence, avec les expériences de transfert de plaques de Lederberg & Lederberg, pourrait 

être due à la grande variabilité d’infectivité de S. mansoni (Boissier et al. 1999). 

 En complément de nos travaux, des mesures de réponse immunopathologique de l’hôte 

définitif sont effectuées. Le ratio du poids de la rate sur le poids de la souris donne une 

estimation de la réponse inflammatoire. Pour les deux expériences, cette mesure n’a montré 

aucune différence entre les souris traitées et les souris non traitées. Tous les individus 

présentent un ratio entre 1% et 2% ce qui est en accord avec le fait que tous les individus sont 

infestés (Boissier, communication personnelle).  

Cependant, l’expérience avec l’hycanthone semble montrer une baisse dans la réponse 

inflammatoire chez les individus traités. L’absence de différences significatives, entre les lots 

contrôles et les lots traités, peut être corrélée au fait que les hôtes infestés mais traités 

conservent une trace de cette infestation. Le traitement ne réduit pas directement la réaction 

inflammatoire. De plus, les vers adultes sensibles à l’hycanthone ont été retrouvés enkystés 

dans le foie, entraînant une réponse de l’organisme hôte.  

 Dans le cas de l’expérience lucanthone, le ratio poids rate/poids souris est plus élevé (2% 

contre 1% avec l’hycanthone) car les souris sont infestées avec des couples, d’où la 

reproduction sexuée et l’émission d’œufs. Ces derniers peuvent être excrétés par les fèces ou 
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sont accumulés dans le foie. Le traitement n’a aucun effet sur les œufs stockés dans le foie, 

donc la réponse inflammatoire de l’hôte reste inchangée. 

 

o En résumé 

 Ces évolutions expérimentales nous ont permis de mettre en avant que la résistance du 

parasite à ces deux drogues est induite par le traitement, ce qui ne va pas dans le sens des 

expériences sur les bactéries de Luria & Delbrück (1943) et Lederberg & Lederberg (1952). 

Ces deux traitements anti-helminthes réduisent le nombre d’adultes, mais n’agissent pas 

directement sur la réponse inflammatoire de l’hôte. 

 Afin d’approfondir nos recherches sur les mécanismes moléculaires sous-jacents à cette 

résistance, nous avons immunoprécipité l’ADN d’individus sensibles et résistants avec des 

anticorps spécifiques de marques dites euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) ou dites 

hétérochromatiques (H3K9me3 et H3K27me3). Ces échantillons sont séquencés par la 

technique Illumina, en collaboration avec l’Université d’Oregon. Cependant, dans le temps 

qui m’était imparti pour ces travaux de thèse, les analyses sont en cours. En effet, les 

séquences ayant été reçues tardivement, nous sommes en train de procéder aux contrôles de 

qualité qui nous permettrons ensuite d’engager les études bioinformatiques. Il semble d’ores 

et déjà que les séquences sont de bonne qualité pour les marques H3K9ac, H3K9me3 et 

H3K27me3, et d’une qualité moindre pour H3K4me3. Les analyses de ces séquences, entre la 

condition traitée et la condition non traitée à l’hycanthone, seront menées en suivant les 

protocoles bioinformatiques utilisés pour celles de la génération 3 de l’expérience de 

changement d’hôte intermédiaire sympatrique vs allopatrique. 

 

Comment S. mansoni s’est il adapté rapidement à l’Amérique du Sud? 

 

Pour répondre à cette deuxième question scientifique, nous avons tout d’abord parcouru les 

génomes et les épigénomes de deux souches de laboratoire issues d’isolats géographiques 

différents, afin d’identifier des candidats génétiques et/ou épigénétiques. Ensuite, nous avons 

analysé les séquences promotrices des gènes impliqués dans le polymorphisme de 

compatibilité entre le parasite et l’hôte intermédiaire, les SmPoMucs (S. mansoni Polymorphic 

Mucins). Enfin, nous avons proposé une évolution expérimentale d’infestation d’hôte 
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intermédiaire sympatrique ou allopatrique afin d’observer la réponse adaptative du parasite 

lorsqu’il est soumis à un environnement inhabituel. Cette évolution expérimentale vise à 

mimer l’émigration de la bilharziose de l’Afrique vers l’Amérique lors de la traite des 

esclaves (Morgan et al. 2001). 

Nous savons que S. mansoni a su s’adapter à un nouvel environnement et à de nouveaux 

hôtes lorsqu’il a été déplacé au cours des 16e et 17e siècles de l’Afrique vers l’Amérique du 

Sud (Morgan et al. 2001).  

 S. mansoni constitue la seule espèce présente en Amérique du Sud. Le polymorphisme de 

compatibilité décrit pour l’interaction S. mansoni / B. glabrata, est une des illustrations de 

l’adaptation affichée par le parasite envers son hôte invertébré (Théron & Coustau 2005). Il 

existe un équilibre entre les mécanismes de défense de l’hôte et la virulence et/ou infectivité 

du parasite. Les candidats moléculaires de ce polymorphisme de compatibilité ont été décrits 

précédemment (Roger et al. 2008a; Roger et al. 2008c). Ce polymorphisme se traduit par la 

présence de certains phénotypes hôtes et parasites compatibles. En effet, chaque souche de 

parasite est spécifique d’une souche particulière d’hôte intermédiaire, mais en conservant tout 

de même la capacité à infester des hôtes allopatriques avec une valeur sélective plus faible. 

Un miracidium peut être infestant ou non infestant si son phénotype est respectivement 

concordant ou non concordant avec le phénotype de l’hôte. 

Le polymorphisme de compatibilité, qui caractérise l’interaction S. mansoni / B. glabrata, a 

permis de sélectionner au laboratoire deux souches de parasite S. mansoni, une compatible 

(Brésil) et une incompatible (Guadeloupe), vis-à-vis de la même souche de mollusques B. 

glabrata Brésil. Lors de ces travaux de thèse, nous avons décidé d’analyser le génome et 

l’épigénome de ces deux souches de façon globale (à l’échelle du génome entier par 

séquençage massif) et de manière ciblée (certains gènes d’intérêt).  

 Pour les analyses de génomique et d’épigénomique, nous avons utilisé un anticorps dirigé 

contre l'histone H3 acétylée sur la lysine 9 (H3K9ac), qui est une marque représentative de 

transcription active. L’ADN immunoprécipité avec cet anticorps, pour chaque souche, est 

séquencé par la technique Illumina, en collaboration avec Montpellier GenomiX. L’étude des 

données issues de ce séquençage nous permet de comparer les épigénomes des deux souches, 

mais aussi leurs génomes. Les différences d’alignement avec le génome de référence, ainsi 

que les validations par PCR quantitative vont nous servir à discriminer les différences 

génétiques de celles épigénétiques entre ces deux souches (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4). 
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 Pour les analyses ciblées, nous nous sommes essentiellement focalisés sur les gènes 

SmPoMucs impliqués dans le polymorphisme de compatibilité. Ce sont des protéines 

glycosylées extrêmement polymorphes. Le polymorphisme s’exprime, au niveau intra- et 

inter-souche mais également au niveau individuel, sur toute la molécule (Roger et al. 2008b). 

Ainsi, la région N-terminale est composée d’un domaine hautement glycosylé caractérisé par 

un polymorphisme quantitatif et qualitatif du nombre de séquences répétées. La région C-

terminale n’est, a priori, pas glycosylée et ne présente pas d’homologie de séquence ni de 

structure pour des domaines connus. Le polymorphisme de cette région est essentiellement le 

fruit de mécanismes d’épissages alternatifs ou aberrants (Roger et al. 2008b). Les SmPoMucs 

sont exprimés spécifiquement durant les stades en interaction avec le mollusque (miracidium 

et sporocyste primaire) (Roger et al. 2008a) avec une expression supérieure au stade infestant, 

le miracidium. De plus, au niveau individuel, vient s’ajouter un polymorphisme d’expression. 

Effectivement, chaque larve de S. mansoni est capable d’exprimer une combinaison de 

variant(s) SmPoMuc unique (Roger et al. 2008b). Les SmPoMucs sont regroupés en 4 groupes 

(1, 2, 3 et 4) et au sein de chaque groupe, il peut exister des sous groupes (ex : sous groupes 

3.1, 3.2, 3.3 et 3.4). A cela, se rajoute des subdivisions dans les sous groupes (ex : au sein du 

groupe 3.1, un groupe 3.1(r1-r2)) qui comprend des répétitions en tandem de l’exon 2. 

Chaque individu miracidia exprime une combinaison unique de ces différents groupes et sous 

groupes. Entre les souches Brésil et Guadeloupe, le niveau de transcription de certains 

groupes peut être variable. Des analyses approfondies des différences génétiques et 

épigénétiques ont été menées pour ces deux souches de parasite (Perrin et al. under revision). 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec les co-auteurs de la publication (Annexe 5) et 

ma contribution a porté essentiellement sur les analyses épigénétiques des séquences 

promotrices des SmPoMucs. 

 Lors de l’analyse globale, nous avons comparé les profils obtenus en ChIP-seq 

(séquençage de l’ADN immunoprécipité avec un anticorps dirigé contre H3K9ac). Cette 

méthode nous a permis d'identifier au moins 9 régions qui présentent des différences 

quantitatives dans les séquences alignées contre le génome de référence (NMRI) (Berriman et 

al. 2009), accentuant ainsi des différences génétiques ou épigénétiques. De ce fait, les 

différences génétiques peuvent être soulignées par l’absence d’alignement de séquences dans 

une des deux souches, sur le génome de référence ou alors par une différence dans le nombre 

de copies présentes dans chacun des deux génomes. Les différences épigénétiques sont 

caractérisées par un enrichissement plus ou moins fort pour la marque H3K9ac, dans la 
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souche Brésil ou dans la souche Guadeloupe. Pour confirmer et discriminer les différences 

génétiques de celles épigénétiques, une approche ciblée par PCR quantitative est utilisée. 

Nous avons supposé que l’absence d’amplification par PCR dans une souche (avec un résultat 

positif dans l'autre souche) signifie qu'il existe un polymorphisme génétique entre ces deux 

souches (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4).  

Par ces différentes méthodes, nous avons pu mettre en avant 11 loci distincts entre les deux 

souches et les analyses ciblées ont permis de recenser 7 loci présentant une différence 

génétique, 2 loci indiquant une différence dans le nombre de copies et 2 loci montrant une 

différence épigénétique associée à la marque H3K9ac (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4).  

Parmi les candidats génétiques, nous avons identifié une région de 300 kb, située sur le 

scaffold Smp_scaff000234, qui contient 4 copies de gènes annotés comme MEG (Micro Exon 

Gene) (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4). Cette région présente un nombre plus élevé de 

séquences alignées dans la souche Guadeloupe par rapport à la souche Brésil. Ces gènes de 

type MEG ont été décrits chez S. mansoni (DeMarco et al. 2010). Ils sont composés de 18 

membres de familles différentes et servent à la création de variants protéiques par épissage 

alternatif des exons courts. MEG-2 est exprimé dans les œufs et les miracidia, et est sécrété 

dans les œufs. Son rôle potentiel dans le contexte de la stratégie de l'évasion immunitaire 

conférant un avantage au parasite, a déjà été discuté (DeMarco et al. 2010). Les schistosomes 

produisent simultanément et non pas séquentiellement, des variants protéiques.  

Par ailleurs, il n’existe aucune évidence de la distribution allélique des variants des MEG dans 

les populations de schistosomes. Si la génération de variations protéiques, par l’expression 

des gènes MEG, est une stratégie pour l’évasion immunitaire, alors un mécanisme différent 

est présent chez ces parasites. Cependant, la transcription et la variation des protéines MEG 

suggèrent qu’une forme de pression par le système immunitaire est exercée pour les 

sélectionner (DeMarco et al. 2010). Les gènes SmPoMucs affichent des caractéristiques 

communes avec les gènes MEG et leur rôle potentiel dans l’hypothèse de la course aux 

armements a été discuté (Moné et al. 2010). Les gènes MEG-2 deviennent des candidats dès 

lors prometteurs pour un second déterminant moléculaire du polymorphisme de compatibilité 

S. mansoni / B. glabrata (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4).  

Parmi ceux ayant une différence épigénétique, nous avons identifié une région de 60 kb, 

sur le scaffold Smp_scaff000421, qui contient un gène (Smp_171100) annoté comme une 

métalloprotéase de la famille des endopeptidases neutres (NEP) (Lepesant et al. 2011) 
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(Annexe 4). Chez S. mansoni, ces NEPs peuvent jouer un rôle dans l’immunomodulation de 

l’hôte intermédiaire B. glabrata (Duvaux-Miret et al. 1992). Ce gène est exprimé dans les 

œufs et les miracidia. Nous avons montré, lors de cette analyse, qu’il est situé dans une région 

plus euchromatique dans la souche Guadeloupe (dite incompatible), comparativement à la 

souche Brésil (dite compatible). Par conséquent, ce gène constitue également un excellent 

candidat pour étudier les bases épigénétiques du polymorphisme de compatibilité, puisqu’il 

pourrait stimuler la réponse immunitaire innée de l’hôte ou la freiner, conférant ainsi un 

avantage certain au parasite lors de l’infestation (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4).  

Cette approche, combinant les données de ChIP-Seq, les analyses bioinformatiques et les 

confirmations par PCR quantitative, a mis en évidence des candidats génétiques et 

épigénétiques potentiellement impliqués dans le polymorphisme de compatibilité menant à 

des stratégies d’évasion immunitaire qui ont été largement décrits pour d’autres modèles 

parasites (Dixon et al. 2010; Merrick & Duraisingh 2010; Wang et al. 2010). Nos analyses 

nous ont permis d’étudier l’adaptation d’un parasite S. mansoni à un hôte invertébré B. 

glabrata (Lepesant et al. 2011) (Annexe 4). 

 

Lors de l’analyse ciblée, nous avons procédé une étude approfondie des gènes SmPoMucs 

impliqués dans le polymorphisme de compatibilité. Tous les groupes existent dans les 

différentes souches de S. mansoni mais leur analyse a mis en avant la présence du groupe 

3.1(r1-r2) uniquement dans la souche Guadeloupe. De plus, des différences de phénotypes 

sont observées entre la souche Guadeloupe et la souche Brésil, différences qui ne peuvent être 

expliquées uniquement par un différentiel génétique. C’est pourquoi, nous avons décidé 

d’analyser les différences apparentes au niveau des séquences promotrices. 

Dès la première analyse des niveaux de transcription entre deux souches, il en est résulté un 

taux de transcription des SmPoMucs plus élevé dans la souche Guadeloupe (dite 

incompatible) que dans la souche Brésil (dite compatible). Nos résultats sont cohérents par 

rapport aux recherches précédentes qui montrent l’existence de différences qualitatives mais 

aussi quantitatives pour l’expression de ces gènes (Roger et al. 2008c).  

Nous avons ensuite comparé les séquences génétiques et l’état chromatinien autour de ces 

gènes pour chacune des deux souches. Notre analyse comparative de la variation des 

séquences des promoteurs dans les différents groupes de famille de gènes, a révélé une forte 

conservation des séquences promotrices des SmPoMucs entre les deux souches. 
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Contrairement aux séquences codantes des SmPoMucs, pour lesquelles de nombreux 

événements de recombinaison ont été précédemment décrits (Roger et al. 2008b), un seul de 

ces évènements est détecté dans les séquences promotrices (du groupe 2 au groupe 1). L’étude 

de Roger et al. suggère que les recombinaisons entre les gènes génèrent de la variabilité 

génétique (Roger et al. 2008b). Cependant, les résultats obtenus dans nos analyses indiquent 

qu’elles sont moins fréquentes dans les régions promotrices.  

La différence de séquence, entre les promoteurs des souches Brésil, Guadeloupe et NMRI 

(génome de référence, (Berriman et al. 2009)), est petite. De plus, basé sur une analyse 

microsatellites de 14 marqueurs neutres, un très faible nombre de substitutions est constaté 

entre les souches Brésil et Guadeloupe. Ainsi, seulement une à deux substitutions ont été 

observées entre ces deux souches, à l'exception du groupe 2 dans les régions non conservées 

entre les groupes de promoteurs des SmPoMucs. Mais aucune des substitutions entre la 

souche Brésil et la souche Guadeloupe n’apparaît dans la boite TATA ou le TSS 

(Transcription Start Site) (Perrin et al. under revision).  

Une analyse des différences nucléotidiques entre les deux souches, montre qu’il existe de 0 

(groupe 2) à 8 substitutions (groupe 3.1(r1-r2)), ce qui entraîne des substitutions 

nucléotidiques par site similaire ou inférieur à ceux relevés dans les introns 

vraisemblablement neutres des SmPoMucs (Perrin et al. under revision).  

Au niveau populationnel, nos analyses des promoteurs du groupe 1 des SmPoMucs, dans 

les deux souches d’intérêt, ont révélé une très faible variabilité allélique et nucléotidique au 

sein de chaque souche, et de hautes différences de fréquences alléliques entre la souche Brésil 

et la souche Guadeloupe en raison de substitutions fixes. Tous les individus sont homozygotes 

pour le groupe 1 des SmPoMucs, ce qui suggère que les souches de S. mansoni présentent, sur 

l'ensemble du génome, une homozygotie. L’entretien des deux souches en laboratoire mène à 

un coefficient de consanguinité élevé et à une clonalité conséquente pour ces deux souches 

(Bech et al. 2010). Malgré le manque de diversité génétique dans les deux souches, la 

différenciation génétique est élevée entre les deux souches puisque les allèles fixés dans 

chaque souche, pour le promoteur du groupe 1 des SmPoMuc et neuf microsatellites, sont 

différents. Par conséquent, avec la consanguinité élevée dans chaque souche, il est difficile 

d'estimer le niveau de variation entre les deux souches. Mais de faibles différences 

nucléotidiques apparaissent au sein et entre les souches, ce qui n’explique pas le niveau de 

variation d'ADN complémentaire observé, en particulier pour le groupe 2 des SmPoMucs 
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(Roger et al. 2008b). Au vu de nos résultats, il est possible que les séquences promotrices des 

gènes SmPoMucs et leurs fonctions soient conservées entre les deux souches étudiées. Ainsi, 

les différences génétiques entre les séquences au sein de chaque groupe de promoteurs 

SmPoMucs, ne peuvent pas expliquer seulement, à elles seules, la grande variation et le 

polymorphisme de compatibilité.  

Des études récentes ont soulevé la question de l’implication de l’épigénétique dans la 

création de variabilité de ces gènes, suite à un traitement à la TSA (Trichostatine A) avec une 

étude de l’impact du statut d’acétylation des histones sur les larves miracidia (où les 

SmPoMucs sont exprimés) (Cosseau et al. 2010). L’inhibiteur d’HDAC influence les traits 

phénotypiques des larves S. mansoni.  

Lors de nos travaux, nous avons analysé l’influence du traitement sur les niveaux 

d’expression des gènes pour les souches Brésil et Guadeloupe. Cette dernière présente une 

expression des SmPoMucs dose dépendante, alors que dans la souche Brésil aucun effet du 

traitement n’est observé. Ce résultat suggère que le statut d’acétylation des histones dans les 

séquences promotrices, est régulé différemment entre les deux souches. Nous avons tout de 

même vu que les HDACs jouent un rôle important dans la régulation du niveau d'acétylation 

dans la souche Guadeloupe, pouvant influencer à la fois le phénotype mais aussi le niveau de 

transcription. Plus précisément, un effet de la TSA est rapporté sur les groupes 1 et 2 dans 

cette souche alors qu'aucun effet n'est observé pour le groupe 3.1(r1-r2). Suite à des analyses 

de la structure chromatinienne, utilisant différents anticorps spécifiques de marques dites 

euchromatiques (H3K9ac) ou dites hétérochromatiques (H3K9me3), nous avons pu mettre en 

évidence que le taux d’acétylation du groupe 3.1(r1-r2) est très élevé, comparé aux autres 

groupes, dans la souche Guadeloupe. Cela suggère qu’il existe une régulation différentielle du 

niveau d’acétylation par les HDACs entre les groupes de SmPoMucs au sein d’une même 

souche (Perrin et al. under revision).  

L’analyse de la structure chromatinienne démontre clairement des différences de marques 

épigénétiques dans les séquences promotrices des SmPoMucs du groupe 1 et du groupe 

3.1(r1-r2) entre les deux souches, résultant en une configuration différente de la chromatine. 

En effet, les résultats montrent un enrichissement plus fort pour la marque H3K9ac 

(euchromatique) et un enrichissement plus faible pour la marque H3K9me3 

(hétérochromatique) dans la souche Guadeloupe (incompatible) que dans la souche Brésil 

(compatible). Par conséquent, la structure de la chromatine locale diffère entre les deux 
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souches pour les groupes 1 et 3.1(r1-r2). Ces résultats sont en accord avec les données 

d'expression, puisqu’une acétylation plus forte est corrélée à une expression élevée dans la 

souche Guadeloupe (Perrin et al. under revision). 

Nous avons montré que, chez S. mansoni, l'augmentation de la variation épigénétique 

conduit à une augmentation de la variation phénotypique (Cosseau et al. 2010). Il ressort de 

nos analyses que deux isolats de S. mansoni, avec différents traits d’histoire de vie, 

notamment leur compatibilité vis à vis d’un hôte intermédiaire, révèlent de faibles différences 

nucléotidiques des séquences promotrices des SmPoMucs, mais de grandes différences 

épigénétiques (Perrin et al. under revision). Dans les deux populations de parasites, la 

variation épigénétique a produit des variants phénotypiques, permettant leur adaptation à des 

environnements différents (des hôtes compatibles). Notre scénario est donc le suivant: au 15e-

16e siècle, la souche ancêtre des souches contemporaines Guadeloupe et Brésil a migré via le 

commerce des esclaves de l’Afrique vers les îles des Antilles et de l'Amérique du Sud, 

respectivement (Morgan et al. 2005). Les deux souches ont dû s'adapter à un nouvel hôte 

intermédiaire. Le goulot d'étranglement initial, résultant de la migration d'un nombre limité de 

parasites, et la forte pression de sélection ont agi sur les deux variantes, génétiques et 

épigénétiques, des molécules clés du polymorphisme de compatibilité. Les variations 

génétiques et épigénétiques ont été fortement diminuées lors du maintien de ces deux souches 

en laboratoire (Perrin et al. under revision). Il est probable que la variation épigénétique 

conservée à partir de la souche ancestrale ainsi que le taux plus élevé des modifications 

épigénétiques plutôt que des variations génétiques dans les générations suivantes, a permis 

aux souches de parasite de s'adapter rapidement à leurs hôtes et au nouvel environnement. 

L’hypothèse est que l'information épigénétique concerne l'activité transcriptionnelle d'un gène 

et non pas son potentiel à coder. En d'autres termes, un gène peut être activé et désactivé en 

lien avec la structure chromatinienne, mais la protéine résultante reste inchangée. La perte de 

fonction des gènes peut être facilement imaginée par un mécanisme épigénétique, comme 

l’hétérochromatisation. L'hypothèse classique d’Ohno est que des duplications de gènes 

peuvent être impliquées dans l'évolution (Ohno et al. 1968) et des études ont montré que ces 

gènes dupliqués ont tendance à être hétérochromatiques (Rodin et al. 2005).  

Il est intéressant de noter que les protéines SmPoMucs présentes dans le polymorphisme de 

compatibilité sont codées par des gènes dupliqués. Nous proposons que les gènes SmPoMuc 

dupliqués peuvent fournir un système supplémentaire pour la variation phénotypique (Perrin 

et al. under revision). Les études de Cosseau et al. (Cosseau et al. 2010) et nos résultats, 
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démontrent une modulation aléatoire de l’expression des gènes SmPoMucs à travers des 

changements de structure chromatinienne. Ce différentiel d’expression entraîne de nouvelles 

combinaisons de gènes SmPoMucs qui augmente la variation phénotypique, conférant ainsi un 

avantage au parasite puisque la probabilité que les phénotypes hôtes et parasites 

correspondent est forte, d’où une évolution adaptative plus rapide (Verstrepen & Fink 2009). 

Afin d’investir plus profondément la question scientifique de l’adaptation de S. mansoni à 

l’Amérique du Sud, nous avons soumis une même souche de parasite à différentes souches 

d’hôtes intermédiaires mollusques. La souche de parasite choisie est S. mansoni Brésil 

(SmBre) car elle présente un fond génétique très homogène sur 14 marqueurs microsatellites 

neutres. Les souches d’hôtes intermédiaires utilisées sont : la souche B. glabrata Brésil 

(sympatrique vis à vis de la souche de parasite) et la souche B. glabrata Guadeloupe 

(allopatrique). Ces cycles sympatrique et allopatrique sont maintenus sur trois générations.  

Lors du développement de S. mansoni, il est possible de mesurer différents traits de vie : 

au stade adulte (sexe-ratio, réponse inflammatoire de l’hôte, infectivité des cercaires), au 

stade miracidia (sexe-ratio), au stade sporocyste (prévalence, intensité d’infestation), au stade 

cercaire (sexe-ratio, chronobiologie et quantité de l’émission cercarienne). Durant ces 

travaux, nous avons mesuré précisément un maximum de ces traits, plus particulièrement : les 

sexes-ratios à tous les stades, la réponse inflammatoire de l’hôte définitif, l’infectivité 

cercarienne et la prévalence de mollusques infestés. D’autres traits, comme l’émission 

cercarienne et sa chronobiologie, n’ont pu être quantifiés mais des observations 

microscopiques montrent un différentiel entre la condition sympatrique et la condition 

allopatrique. En effet, les cercaires issues d’un développement au sein d’un hôte intermédiaire 

allopatrique présentent une émission de l’ordre de 100 fois plus forte que la condition 

sympatrique et la chronobiologie d’émission est modifiée. Nos observations sont en 

corrélation avec des études réalisées précédemment au sein du laboratoire (Théron 1980). 

Dans une condition sympatrique, la courbe d’émission est caractérisée par un pic 

d’émergence bien individualisé, traduisant une faible dispersion temporelle. Dans le cas de la 

condition allopatrique, les courbes d’émission subissent un important aplatissement, 

caractérisant une dispersion temporelle plus large (Théron 1980). En ce qui concerne 

l’émission drastiquement augmentée, elle s’explique par une augmentation de l’intensité 

d’infectivité du parasite au niveau du mollusque (plus de miracidia se sont implantés et 

développés) ou par le fait que chaque sporocyste développé produit plus de cercaires pour 

contrer ce changement environnemental. 



Chapitre 4 – Discussion –  

 146!

Parmi les autres traits de vie quantifiés précisément, nous constatons que pour ceux relatifs à 

l’infectivité cercarienne, la réponse inflammatoire de l’hôte définitif et le sexe-ratio au stade 

miracidia, aucun ne présente une différence suite au développement du parasite au sein de 

l’hôte allopatrique. L’hôte intermédiaire n’affecte pas ces différents traits (Lepesant et al. in 

prep.) (Annexe 1). Par contre, il semble agir sur les prévalences de mollusques infestés et les 

sexes-ratios aux stades cercaires et adultes. En effet les prévalences de mollusques infestés 

sont significativement plus faibles dans la condition allopatrique (! 84 %) que dans la 

condition sympatrique (! 96 %). Cette différence est maintenue sur les trois générations et 

peut perdurer jusqu’à sept générations (Théron, communication personnelle). Dans le cas des 

sexes-ratios, un changement drastique est apparu dès le stade cercaire (stade suivant 

directement le développement du parasite dans la souche de mollusque allopatrique) et est 

retrouvé au stade adulte. La population initiale de parasites, servant à infester les deux hôtes 

intermédiaires (sympatrique et allopatrique) présente un sexe-ratio équilibré (1 :1). Lors du 

développement au sein de la souche de mollusque sympatrique puis au sein de l’hôte définitif, 

ce sexe-ratio reste inchangé ou se biaise en faveur des mâles tout au long du cycle et ce sur les 

trois générations. Ce qui est en accord avec les études précédentes établissant que l’espèce S. 

mansoni possède majoritairement un sexe-ratio biaisé en faveur des mâles (Morand et al. 

1993; Boissier et al. 1999; Boissier & Moné 2000, 2001; Boissier et al. 2003a; Beltran & 

Boissier 2009). Inversement, lorsque la population de parasites (initialement sexes équilibrés) 

s’est développée au sein de l’hôte intermédiaire allopatrique, un biais en faveur des femelles 

apparaît avec un enrichissement de 1.8 par rapport à la population initiale. Ce biais est 

retrouvé après infestation de l’hôte définitif mais avec un enrichissement moindre, qui 

s’explique par une infectivité inférieure des cercaires femelles par rapport aux cercaires mâles 

(Boissier et al. 1999). Un tel changement dans les sexes-ratios de S. mansoni a déjà été 

montré plusieurs fois (Moné 1997; Zavodna et al. 2008), hormis les études de Moné et al. 

indiquant un sexe-ratio biaisé plus fortement en faveur des mâles lorsque le mollusque 

sympatrique infesté est en compétition avec une autre espèce de mollusque non vectrice de S. 

mansoni (Moné 1997). La présence de ce mollusque non vecteur stimule la croissance du 

mollusque infesté et augmente ainsi l’espace disponible pour le parasite (Moné 1991; 

Mouahid et al. 1992), favorisant le développement des sporocystes mâles d’où un sexe-ratio 

biaisé mâle au niveau de l’hôte définitif (plus de cercaires mâles produites que de femelles) 

(Moné 1997).  
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En revanche, dans les études de Zavodna et al., il est démontré l’apparition d’un biais en 

faveur des femelles lorsqu’une population de parasites s’est développée au sein d’un hôte 

intermédiaire allopatrique (Zavodna et al. 2008). Il est également précisé que les mâles et les 

femelles schistosomes possèdent des différentiels d’expression génique ou protéique durant le 

cycle de développement (Fitzpatrick et al. 2004; Fitzpatrick et al. 2005; Wuhrer et al. 2006). 

Les auteurs proposent que les variations de réponse immunologique entre les différentes 

souches, vis à vis des parasites mâles et femelles, peuvent filtrer les sexes qui seront ensuite 

transmis à l’hôte définitif. Ils concluent donc que la base génétique de l’hôte intermédiaire 

peut être d’une importance majeure dans l’établissement des individus parasites jusqu’à l’hôte 

définitif (Zavodna et al. 2008).  

Les résultats de nos travaux sont cohérents avec ceux obtenus par Zavodna et al.. En effet, 

le sexe-ratio du parasite est biaisé en faveur des femelles aux stades cercaires et adultes, après 

son développement au sein d’un hôte intermédiaire allopatrique. Par contre, le sexe-ratio au 

stade miracidia est équilibré ou biaisé en faveur des mâles alors qu’après la reproduction 

sexuée, nous observons un retour « à la normale ». Cependant, si cette population de 

miracidia, issue d’un développement initial dans l’hôte allopatrique, sert à infester de nouveau 

un hôte allopatrique, le biais en faveur des femelles est retrouvé. L’environnement hôte peut 

influencer les sexes-ratios, sur 3 générations et peut perdurer jusqu’à 7 générations (Théron, 

communication personnelle). Nos résultats sur les sexes-ratios sont schématisés dans la figure 

ci-dessous (Figure 59). 
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Figure 59: Schéma de synthèse des résultats obtenus sur le trait d’histoire de vie sexe-ratio dans les 
conditions sympatriques et allopatriques. Lorsqu’une population, sexe-ratio équilibré, est maintenue dans un 
cycle sympatrique, le sexe-ratio reste inchangé. Mais, quand cette même population est maintenue à travers un 
hôte intermédiaire allopatrique, le sexe-ratio est drastiquement biaisé en faveur des femelles. Suite à la 
reproduction sexuée, ce biais retrouve un ratio 1 :1. 

 

Par cette évolution expérimentale, nous avons établi l’influence de l’environnement (ici 

l’hôte intermédiaire) sur certains traits d’histoire de vie. Ces modifications phénotypiques ne 

sont pas dues à des modifications génétiques car les analyses sur 14 marqueurs microsatellites 

n’ont montré aucune différence entre les deux conditions, sur les trois générations.  

Nous avons alors décidé d’observer les éventuels changements transcriptomiques qui 

peuvent refléter ces changements phénotypiques, en séquençant entièrement l’ARN des 

populations cercariennes pour les deux conditions sur les trois générations. Cette expérience a 

été possible grâce à l’optimisation du protocole d’extraction d’ARN afin d’avoir une quantité 

et une qualité suffisante. Le séquençage a été réalisé par la technique Illumina, en 

collaboration avec Montpellier GenomiX.  
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L’analyse préliminaire de ces résultats, nous a permis d’identifier 223 transcrits 

différentiellement exprimés dans la condition allopatrique, en comparaison à la condition 

sympatrique. Certains transcrits sont induits (31 %) ou surexprimés (21%) et d’autres sont 

réprimés (13 %), dans les trois générations. Enfin, une proportion de transcrits (35%) ont des 

profils transcriptionnels variables selon la génération étudiée. En observant les transcrits 

présentant une activité stable sur les trois générations (145 au total), certains sont associés à 

des marques d’histones distinctes (H3K9ac, H3K4me3, H3K9me3 et/ou H3K27me3). Pour 

!18% d’entre eux, une différence pour au moins une marque est constatée entre les deux 

conditions alors que pour !14 % des transcrits différentiellement exprimés on ne relève pas de 

différences chromatiniennes. Il est à noter que pour une majorité des transcrits (!68 %) nous 

n’avons pas de données sur la structure chromatinienne associée. 

Suite à une annotation automatique des 223 transcrits différentiellement exprimés dans la 

condition allopatrique, nous avons pu identifier un transcrit, Smp_140390,  annoté comme un 

gène prédit qui code pour une enzyme N-methyltransférase. De plus, ce gène montre de 

grandes similitudes avec le gène SETD1B codant pour une méthyltransférase agissant 

spécifiquement sur la lysine 4 de l’histone 3 (H3K4) (Lee et al. 2007). La marque H3K4 

méthylée représente un indice d’activation épigénétique de la transcription (Pekowska et al. 

2011). Il est intéressant de soulever le fait que ce transcrit est exprimé deux fois plus chez les 

individus issus du développement au sein de l’hôte intermédiaire allopatrique. Ce gène 

semble donc être un bon candidat pour étudier l’influence des changements 

environnementaux sur la réponse adaptative rapide du parasite, caractérisée par des 

modifications transcriptomiques et épigénétiques de nature chromatinienne.  
 

De ce fait, nous avons mis en évidence l’influence de l’hôte intermédiaire sur des traits 

phénotypiques mais aussi sur l’expression de certains transcrits et avons également montré 

que ces différences transcritpomiques peuvent être associées à des modifications de la 

structure chromatinienne.  

Pour pousser plus loin l’implication de l’épigénétique suite à un changement 

environnemental, nous avons analysé les profils de marques d’histones (H3K9ac, H3K4me3, 

H3K9me3 et H3K27me3) pour les deux conditions, à la génération 3, afin de proposer des 

profils types pour chaque marque, en fonction la transcription. Nous sommes les premiers à 

avoir généré l’épigénome de S. mansoni, sur quatre marques d’histone. Les analyses autour du 

TSS nous ont permis d’établir des profils, pour chaque marque, associés à un niveau de 
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transcription : plus le gène est exprimé, plus les marques (H3K9ac, H3K4me3, H3K9me3 et 

H3K27me3) sont enrichies. Dans tous les cas, si aucune expression n’est quantifiée, aucun 

enrichissement n’est observé. Si une très faible expression apparaît, un pic est constaté pour 

toutes les marques mais en revanche, les profils plafonnent rapidement à partir d’une 

expression moyenne (10 FPKMs). Nous avons aussi montré que toutes les marques ont un 

profil particulier et sont toutes présentes dans la région du TSS sauf certaines qui peuvent être 

prolongées en amont et/ou en aval de cette région. La particularité de S. mansoni, est que les 

marques H3K9me et H3K27me3 sont enrichies pour les gènes exprimés alors qu’elles sont 

classiquement associées à des marques hétérochromatiques, donc plutôt non permissives à la 

transcription (Melcher et al. 2000; Rea et al. 2000; Nakayama et al. 2001; Peters et al. 2003; 

Rice et al. 2003).   

Nos analyses préliminaires soulignent l’existence de marques d’histones très conservées 

mais, chez S. mansoni, les marques dites hétérochromatiques (H3K9me3, H3K27me3) ne sont 

pas forcément associées à des régions de répression de la transcription. Plusieurs 

expérimentations au laboratoire ont été menées afin d’identifier des marques d’histones 

spécifiques de l’hétérochromatine et donc de la répression de la transcription, mais soit les 

anticorps commercialisés ne permettent pas un enrichissement suffisant, soit les marques sont 

associées à de la transcription. Il est donc envisageable que la biologie de l’organisme S. 

mansoni empêche l’utilisation d’anticorps commerciaux, en raison d’une structure 

hétérochromatique particulière et non classique. 

 

o En résumé 

Nos analyses globales et ciblées, ainsi que l’évolution expérimentale ont mis en évidence 

des différences génétiques et épigénétiques entre deux souches de parasites, issues d’isolat 

géographique distincts.  

En étudiant les différences épigénétiques qui sont présentes dans le génome, nous avons pu 

identifier un gène potentiellement impliqué dans le polymorphisme de compatibilité, en plus 

des SmPoMucs dont leur analyse a montré que la distinction majeure entre les deux souches, 

est basée sur une différence dans la structure chromatinienne.  

Les données de génétique acquises dans plusieurs études n’expliquent pas, à elles seules, ce 

polymorphisme alors que l’évolution expérimentale prouve l’influence directe de 



Chapitre 4 – Discussion –  

 151!

l’environnement-hôte sur les phénotypes, mais également la transcription de certains gènes 

ainsi que leur structure chromatinienne associée.  

Les études globales des transcriptomes et épigénomes des individus issus de la condition 

sympatrique et de la condition allopatriques sont encore en cours. Les résultats obtenus 

devront par la suite être confirmés par une analyse ciblée par PCR quantitative. 

 

 Comment existe-t-il une différenciation sexuelle entre les mâles et les femelles, en 

l’absence présence de gène W-spécifique ? 

 

 Avant de répondre à cette troisième question scientifique, il est nécessaire de rappeler 

qu’en dépit des progrès considérables, les éléments responsables de la mise en place des 

chromosomes sexuels restent encore énigmatiques. Selon le modèle du cliquet de Müller, la 

reproduction sexuée a évolué pour que les mutations délétères soient éliminées par 

recombinaison entre les autosomes parentaux (Felsenstein 1974). Afin de maintenir 

l'isolement des deux sexes différents, la recombinaison doit cependant être réprimée (au 

moins partiellement) entre les chromosomes sexuels.  

L’accumulation de séquences répétitives sur le chromosome sexuel hétérogamétique a 

également été constatée dans de nombreux exemples, mais leurs rôles sont encore inconnus. 

Le fait que l'ADN répétitif soit considéré comme non fonctionnel est dorénavant contesté en 

raison de la découverte de la transcription de séquences répétées sur les autosomes ainsi que 

la production de petits ARNs qui peuvent être liés à des événements d’hétérochromatisation 

(Fukagawa et al. 2004). La présence de gros blocs hétérochromatiques est également une 

caractéristique commune des chromosomes sexuels. Jusqu'à présent, ces observations ont été 

faites, isolées les unes des autres, et généralement dans des espèces différentes, ce qui rend la 

construction d'un modèle hypothétique difficile. Malgré leur abondance, les séquences 

répétées sont souvent considérées comme de l’ADN poubelle mais des études démontrent que 

ces séquences sont nécessaires à l’établissement de la frontière entre une région 

euchromatique et une région hétérochromatique (Shapiro & Von Sternberg 2005).  

Lorsque le génome de S. mansoni a été publié, 40% a été identifié comme étant composé 

de séquences répétitives (Berriman et al. 2009). A la suite du séquençage massif du génome 

d’une souche du laboratoire, nous avons constaté qu’un grand nombre de séquences 
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répétitives est présent. Nous avons donc décidé de mettre en place un assemblage de novo 

pour identifier toutes les séquences répétées du génome de S. mansoni sans a priori (Lepesant 

et al. 2012b) (Annexe 3). Cette stratégie nous a permis d’identifier 4143 nouvelles séquences 

répétées, amenant la proportion répétée du génome à environ 47%. Nous avons par la suite 

annoté ces séquences afin de les classifier. Grâce à cette nouvelle approche, nous avons 

authentifié 14 nouveaux marqueurs microsatellites dont 9 semblent être des marqueurs 

neutres (Lepesant et al. 2012b) (Annexe 3). 

 Nous avons décidé d’analyser complètement la composition en séquences, les gènes, le 

contenu des séquences répétées, ainsi que la transcription et la structure de la chromatine dans 

les régions chromosomiques sexes spécifiques entre les chromosomes Z et W. Dans ces 

régions d'intérêts, la répression de recombinaison a été décrite précédemment (Criscione et al. 

2009). Nos données, en relation avec les études précédentes, ont affiné les modèles actuels 

pour la suite des événements qui ont conduit à la différenciation des chromosomes sexuels 

chez S. mansoni. Ils pourraient représenter un modèle général de ce processus chez les 

espèces ZW. 

Criscione et al. ont identifié une région de 20 scaffolds où la répression de recombinaison est 

observée (Criscione et al. 2009). Ils suggèrent que ces séquences sont spécifiques du 

chromosome Z, présent chez les mâles (ZZ) et les femelles (ZW). Nous avons trouvé dans 13 

de ces scaffolds, un ratio mâle/femelle ! 1.5 (en PCR quantitative) indiquant une 

surreprésentation dans le génome masculin. Ces résultats sont cohérents avec le fait que les 

mâles possèdent deux chromosomes Z alors que les femelles n’en n’ont qu’un seul. 

Cependant, 7 scaffolds n'ont montré aucun déséquilibre entre les mâles et les femelles 

(mâle/femelle " 1,4), c'est-à-dire que ces séquences ne sont pas spécifiques du chromosome 

Z. En d'autres termes, si la recombinaison est réprimée ce n’est pas dû à l’absence de 

séquences homologues entre les chromosomes sexuels. Au regard de ces résultats, nous 

trouvons au moins 2 blocs de séquences qui sont partagés entre le chromosome Z et W, situés 

dans la grande région où la recombinaison est réprimée. Ce résultat a été confirmé par la 

version la plus récente de l'assemblage du génome (Protasio et al. 2012).  

Nous voyons trois hypothèse possibles à cette répression de recombinaison: (i) les blocs de 

séquence Z / W sont inversés, (ii) les séquences sont hétérochromatiques empêchant ainsi la 

recombinaison, (iii) les scaffolds sont chimériques. En effet, sur les 48 scaffolds initialement 

trouvés dans le groupe Z/W (Criscione et al. 2009), quatre sont présents sur d'autres 
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chromosomes dans la version 5.2 du génome de S. mansoni (Protasio et al. 2012). De plus, 

nos analyses n’ont pas permis d’identifier des gènes paralogues de détermination du sexe, au 

sein des gènes prédits dans les scaffolds identifiés comme Z-spécifiques.  

Suite à l’assemblage d’un pseudogénome de séquences répétées et à son annotation, nous 

avons pu mettre en évidence que la région spécifique du chromosome W est essentiellement 

composée de 36 familles de séquences répétées arrangées en grands blocs satellites (Lepesant 

et al. 2012a; Lepesant et al. 2012b) (Annexe 2 et 3). Ces séquences répétitives sont 

abondantes sur le chromosome W, toutefois notre analyse par PCR sur différents individus 

mâles indique que, parfois, ces séquences peuvent également être retrouvées sur d'autres 

chromosomes mais avec un nombre de copies faibles. Ces séquences répétées peuvent être 

occasionnellement transmises aux autosomes, comme pour le cas de la séquence répétitive 

femelle W1 (Grevelding 1999) et peuvent dépendre de la structure de la chromatine autour 

des séquences répétées et/ou des régions flanquantes.  

Dans la plupart des espèces qui possèdent des chromosomes sexuels Y ou W, il est 

constaté que : (i) des séquences répétitives s'accumulent sur ces chromosomes, (ii) de vastes 

régions sont hétérochromatiques et (iii) ces chromosomes se détériorent ou sont 

complètement absents dans un cas extrême. Nous montrons que, chez S. mansoni, le 

chromosome W ne fait pas exception à ces règles.  

L’hétérochromatisation du chromosome W chez les schistosomes est connue depuis 

longtemps et a même été utilisée comme marqueur pour l'identification du sexe au stade 

cercaire, où les phénotypes mâles et femelles sont indiscernables (Grossman et al. 1980; 

Grossman et al. 1981; Liberatos & Short 1983). Sur la base de l'analyse cytogénétique, 

certains auteurs ont voulu montrer que l’hétérochromatisation du chromosome W commence 

au stade miracidia (Liberatos & Short 1983). Comme il est impossible de déterminer les 

bandes chromosomiques à ce stade puis réutiliser les larves pour l'infestation et la production 

d'adultes, ces résultats sont difficiles à vérifier. Nos résultats indiquent clairement que les 

séquences répétitives qui sont situées dans la région hétérochromatique du chromosome W 

portent une signature euchromatique au stade miracidia et la perdent progressivement au 

cours du développement jusqu’au stade adulte. Ce processus est accompagné d’une 

diminution de la transcription jusqu'à une inhibition complète des séquences répétées, au 

stade adulte présentant un dimorphisme sexuel. En effet, suite à une analyse de la 

transcription de certaines séquences répétées, nous avons mis en évidence que les séquences 
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femelles spécifiques ne sont transcrites qu’aux stades larvaires (miracidia et cercaires) et 

jamais au stade adulte. La transcription est donc restreinte aux stades où aucun dimorphisme 

sexuel n’est visible (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). 

Au cours de la transition miracidia/cercaires, c'est-à-dire au moment précis où le 

dimorphisme sexuel commence à se développer, les séquences répétitives 

s’hétérochromatisent. Les séquences répétées sexe-spécifique sont retrouvées dans de 

nombreuses espèces (Griffiths & Holland 1990a; Griffiths & Holland 1990b; Kejnovsky et al. 

2009). Dans certains cas, la transcription a été décrite et l’on soupçonne que ces séquences 

répétitives jouent un rôle dans le processus de détermination du sexe (Shapiro & Von 

Sternberg 2005; Ugarkovic 2005).  

La transcription des éléments répétitifs de type satellite chez S. mansoni est 

particulièrement intéressante suite à la découverte récente d'expression, stade dépendante, des 

éléments qui constituent l'ARN interférence (ARNi) chez les schistosomes (Krautz-Peterson 

& Skelly 2008; Luo et al. 2009). Dans de nombreux organismes, le RNAi et les changements 

de structure de chromatine sont liés (Volpe et al. 2002; Fukagawa et al. 2004; Verdel et al. 

2004; Kanellopoulou et al. 2005). Il est tentant de spéculer que la transcription des séquences 

répétées W-spécifiques est effectivement à l'origine de compaction de la chromatine sur le 

chromosome W au cours du cycle de vie. Aussi, à partir de nos données et celles de la 

littérature, nous proposons un modèle hypothétique sur la différenciation sexuelle dans un 

système ZW (Figure 60).  
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Figure 60: Modèle hypothétique du rôle des séquences répétées femelles spécifiques dans 
l’hétérochromatisation du chromosome W (Lepesant et al. 2012a) (Annexe 2). La transcription de séquences 
répétées spécifiques femelles entraînerait l’hétérochromatisation du chromosome W, pouvant agir en cis ou en 
trans sur des régions proches. 

 

Dans notre modèle, la structure chromatinienne autour des séquences répétitives est 

restaurée au moment de la reproduction sexuée (formation de miracidia). Dans les miracidia, 

les séquences répétitives sont euchromatiques et plusieurs d'entre elles sont transcrites. Les 

transcrits sont traités par une voie qui présente une similarité avec le RNA interférence. 

Ensuite, un processus de répression est initié pour former un complexe de séquences répétées 

induisant la formation de l'hétérochromatine autour de ces séquences. A ce stade, les 

miracidia ont infesté l'hôte mollusque et se développent. Au stade cercaire, la plupart des 

séquences répétées sont hétérochromatiques et non transcrites. Nous émettons l'hypothèse que 

l’hétérochromatisation s'étend au-delà des frontières des séquences répétitives et que les loci 

proches sont aussi inhibés. Si parmi ces loci, un déterminant sexuel est présent, 

l’hétérochromatisation conduirait à un effet dose qui pourrait être à l'origine de la formation 

du phénotype femelle adulte. Une fois l’inhibition de ce locus, en cis ou trans, les séquences 

répétées ne sont plus transcrites et la structure péricentromérique de la chromatine est fixée 

dans une configuration inconnue. La transcription reste réprimée. A partir de nos données, 

nous avons mis en avant que les marques euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) ou 
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hétérochromatiques (H3K9me3 et H3K27me3) ne sont pas abondantes (Lepesant et al. 2012a) 

(Annexe 2).  

Ce modèle est conforté par nos résultats du traitement in vitro sur adultes. Suite au 

traitement avec un inhibiteur d’HDAC (la TSA), ne détectant aucune induction de 

transcription dans les séquences répétitives. Seule une induction de retrotransposons 

autosomaux a été observée.  

Notre modèle théorique peut être complété par les récentes études précisant que le 

chromosome W a évolué après au moins 4 phénomènes d’inversion (Hirai et al. 2012) et 

l’hétérochromatisation. Les auteurs montrent que les régions homologues entre les deux 

chromosomes sexuels ont été déplacées du chromosome Z vers le chromosome différencié W 

par trois évènements d’inversion, avant l’hétérochromatisation. Seule une inversion a été 

identifiée comme intervenant dans une région hétérochromatique, après 

l’hétérochromatisation du chromosome W (Hirai et al. 2012). L’hypothèse sur l’évolution des 

chromosomes Z et W serait alors : 

- Une première inversion sur un des chromosomes homologues ancestraux de ZW, 

avant une hétérochromatisation ; 

- Une seconde inversion au milieu du bras long du chromosome ancestral du W ; 

- Une troisième inversion sur le bras court du chromosome Z, après la séparation des 

chromosomes Z et W ; 

- Une quatrième inversion uniquement sur le chromosome W après l’évolution des 

chromosomes sexuels et l’hétérochromatisation du chromosome W. 
 

o En résumé 

Nos expériences menées établissent d’une part l’absence de gène W-spécifique et d’autre part 

que la région spécifique du chromosome W est composée de séquences répétitives. Toutes ces 

séquences sont localisées en larges blocs satellites dans la région hétérochromatique. 

Cependant, uniquement aux stades larvaires, certaines de ces séquences répétitives sont 

transcrites et sont associées à une marque euchromatique au stade miracidia. Suite au 

traitement des adultes avec un inhibiteur de HDAC, aucune induction de transcription à ce 

stade n’a été montrée. De ce fait, en nous basant sur nos données et la littérature, nous avons 

proposé un modèle hypothétique impliquant la transcription de ces séquences répétitives 

femelles spécifiques menant à une hétérochromatisation de cette région sur le chromosome 
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W, pouvant agir en cis ou en trans afin de réguler les gènes à proximité. Ce modèle propose 

une suite d’évènements moléculaires amenant finalement à la différenciation sexuelle entre 

les mâles et les femelle et pourra être affiné grâce aux études récentes relatives à l’existence 

d’un phénomène d’inversion (Hirai et al. 2012).  
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 L’objectif principal de ces travaux de thèse était de mettre en avant l’influence de 

l’environnement sur le parasite humain S. mansoni et d’appréhender les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à une évolution adaptative rapide.  

 Les six questions posées au début de cette thèse étaient : (i) Suite à un stress 

environnemental, y-a-t’il apparition de modifications épigénétiques de nature 

chromatinienne ? (ii) Le changement environnemental peut-il entraîner des modifications 

d’ordre transcriptomique ? (iii) Ces modifications, tant épigénétiques que transcriptomiques, 

sont-elles ciblées et/ou aléatoires dans le génome? (iv) Existe-il une corrélation directe entre 

les modifications épigénétiques et les modifications des profils de transcription ? (v) Ces 

modifications moléculaires sont-elles corrélées à des changements phénotypiques visibles ? 

(vi) Les changements engendrés tant phénotypiques que moléculaires sont-ils hérités par les 

générations futures ? 

 Pour répondre à ces interrogations, nous avons élaboré plusieurs évolutions 

expérimentales, en faisant varier des paramètres biotiques et abiotiques, considérés comme 

inhabituels pour le parasite. Ces différentes évolutions ont permis de poser deux énigmes : (1) 

« Adaptation rapide de S. mansoni à une drogue anti-helminte » et (2) « Adaptation rapide de 

S. mansoni à l’Amérique du Sud ». À cette deuxième énigme, une troisième s’est ajoutée : (3) 

« Différenciation sexuelle en l’absence de gène W-spécifique dans un système ZW ». 

 Les deux premières grandes énigmes ont été appréhendées par la mise en place 

d’évolutions expérimentales, visant à donner des éléments de réponses à nos six questions 

posées dans l’introduction. 

 Lors de la première énigme « Adaptation rapide de S. mansoni à une drogue anti-

helminte », nous avons étudié la réponse adaptative de S. mansoni à un traitement à 

l’hycanthone ou au lucanthone. Ces drogues, anciennement utilisées, entraînent l’apparition 

de résistance dès la première génération. Nos travaux ont établi que la résistance est induite 

par le traitement. Ces résultats ne corrèlent pas avec ceux obtenus sur les bactéries par Luria 

& Delbrück (Luria & Delbrück 1943). À ce jour, nos expérimentations ne nous permettent pas 

de répondre précisément à nos six interrogations car les analyses épigénétiques et le 

traitement bioinformatique des données reçues tardivement sont toujours en cours, suite au 

séquençage massif de l’ADN immunoprécipité, avec des anticorps spécifiques de marques 

euchromatiques (H3K9ac et H3K4me3) et hétérochromatiques (H3K9me3 et H3K27me3), 

d’individus résistants et d’individus sensibles. Nous avons néanmoins constaté que la qualité 
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des séquences pour les marques H3K9ac, H3K9me3 et H3K27me3 semble bonne alors que 

celle concernant la marque H3K4me3 est moindre. Les analyses à suivre seront calquées sur 

le même protocole expérimental que celui utilisé pour le traitement des données du 

séquençage massif de l’expérience sympatrique vs allopatrique. Ces futures études viseront à 

mettre en avant les mécanismes épigénétiques, basés sur la structure chromatinienne, pouvant 

engendrer la résistance à la drogue antihelminthe hycanthone. Les résultats nous permettront 

de répondre à deux questions : (i) Suite à un stress environnemental, y-a-t’il apparition de 

modifications épigénétiques de nature chromatinienne ? (ii) Ces modifications moléculaires 

sont-elles corrélées à des changements phénotypiques visibles ?  

Il nous est tout de même possible de proposer l’hypothèse d’une hétérochromatisation après 

traitement de l’hôte de S. mansoni, qui entraînerait l’absence d’activité enzymatique chez les 

individus résistants. Cette supposition est cohérente avec le fait que les phénotypes résistants 

sont métastables, c’est à dire présents sur plusieurs générations puis disparaissent à un 

moment donné de la population. La résistance à l’hycanthone peut être liée à une épimutation. 

S’agissant de l’interrogation : « Les changements engendrés tant phénotypiques que 

moléculaires sont-ils hérités par les générations futures ? », nous avons maintenu notre 

évolution expérimentale, avec le lucanthone, sur deux générations successives. Les résultats 

obtenus sont en partie attendus et en partie étonnants. Ainsi, le nombre de vers résistants 

retrouvés après traitement est plus élevé dans la deuxième génération traitée, ce qui est 

conforme aux résultats publiés sur l’hycanthone (Jansma et al. 1977). Mais le fait d’observer 

un nombre très restreint dans la condition contrôle ne nous permet pas d’interpréter 

complètement nos résultats. Les molécules hycanthone et lucanthone n’étant plus 

commercialisées, la même évolution expérimentale avec la molécule oxamniquine peut être 

envisagée car plusieurs études établissent la résistance croisée avec l’hycanthone (Cioli et al. 

1992) mais aussi avec le praziquantel utilisé actuellement (Fallon & Doenhoff 1994). Il serait 

donc intéressant de réaliser cette expérience afin de voir si les individus résistants de première 

génération présentent les mêmes profils épigénétiques que les individus résistants à 

l’hycanthone et de la maintenir sur plusieurs générations pour vérifier si les changements 

potentiellement observés sont transmis à la génération suivante. 

 

Lors de la deuxième énigme « Adaptation rapide de S. mansoni à l’Amérique du Sud », 

nous avons étudié le génome et épigénome de deux souches issues d’isolats géographiques 
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différents. Ces analyses ont été menées à l’échelle globale mais également de manière ciblée 

sur des gènes d’intérêt impliqués dans le polymorphisme de compatibilité, les SmPoMucs. 

Ces études mettent en avant des différences génétiques ainsi que des différences 

épigénétiques entre ces deux souches à l’échelle du génome. Nous avons pu identifier un gène 

candidat Smp_171100, présentant des différences épigénétiques, potentiellement impliqué 

dans ce polymorphisme de compatibilité.  

Par ailleurs, l’analyse approfondie des gènes SmPoMucs a mis en évidence une diversité 

génétique très faible entre les deux souches, qui ne peut pas expliquer à elle seule ce 

polymorphisme. Cependant, une région, Smp_scaff000234, comprenant 4 copies de gènes 

MEG, a été identifiée comme différence génétique entre les deux souches Brésil et 

Guadeloupe. Cette région peut être impliquée dans un phénomène d’évasion immune, et 

présente un intérêt particulier puisque les gènes SmPoMucs appartiennent à la famille des 

MEG et sont d’ores et déjà établis pour jouer un rôle dans le polymorphisme de compatibilité. 

Cette région, récemment identifiée, peut jouer un rôle supplémentaire dans ce 

polymorphisme. 

Cependant, d’importantes différences épigénétiques de nature chromatinienne ont été 

démontrées pour les gènes SmPoMucs entre les deux souches.  

Enfin, une évolution expérimentale d’infestation d’hôte intermédiaire allopatrique montre 

que cet hôte peut influencer fortement certains traits de vie du parasite (prévalences de 

mollusques infestés et sexes-ratios) ainsi que le transcriptome et l’épigénome. En effet, suite 

au développement au sein de l’hôte allopatrique, la population cercarienne émise présente des 

différences d’expression pour un certain nombre de transcrits (223 au total). Ces différences 

de transcription peuvent être d’ordre induction, surexpression ou répression. Parmi ces 

transcrits différentiellement exprimés dans la condition allopatrique, certains sont associés à 

une modification de marque d’histone. L’analyse approfondie de la structure chromatinienne, 

nous a permis de mettre en évidence des profils types pour les marques H3K9ac, H3K4me, 

H3K9me3 et H3K27me3, selon l’activité transcriptionnelle à l’échelle du génome. Ces profils 

ont été étudiés dans les régions du TSS et révèlent que l’augmentation de la marque est 

associée au niveau de transcription : plus un gène est exprimé, plus la marque est abondante. 

Cependant, l’enrichissement plafonne rapidement à partir d’une expression moyenne. Selon 

les marques, les profils diffèrent : certaines marques sont présentes uniquement dans le TSS 

alors que d’autres se maintiennent en amont et en aval du TSS, avec une abondance 
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décroissante. Il est intéressant de noter que chez S. mansoni, les marques H3K9me3 et 

H3K27me3, actuellement associées à l’hétérochromatine, sont présentes dans des régions 

transcrites et que l’abondance de ces marques augmente avec le niveau de transcription. 

Les analyses de transcriptomiques et épigénomiques étant toujours en cours, nos résultats 

préliminaires devront être validés ultérieurement par une méthode ciblée de PCR quantitative 

et devront être approfondis au regard des relations qui existent entre phénotype, transcriptome 

et épigénome. Il nous est néanmoins possible de donner d’ores et déjà des éléments de 

réponses aux différentes questions posées préalablement :  

(i) Suite à un stress environnemental, y-a-t’il apparition de modifications épigénétiques 

de nature chromatinienne ?  

Ce qui est le cas, puisque le parasite qui s’est développé au sein d’un hôte intermédiaire 

allopatrique, présente des profils chromatiniens différents. Ces résultats sont basés sur 

l’analyse de quatre marques d’histones : H3K9ac, H3K4me3, H3K9me3 et H3K27me3, nous 

permettant d’avoir des profils types. 

(ii) Le changement environnemental peut-il entraîner des modifications d’ordre 

transcriptomique ? 

Effectivement, nous avons identifié 223 transcrits différentiellement exprimés dans la 

population issue de la condition allopatrique sur les trois générations. 

(iii) Ces modifications, tant épigénétiques que transcriptomiques sont-elles ciblées et/ou 

aléatoires dans le génome? 

Les analyses sont encore en cours, mais nous avons tout de même observé pour les données 

de transcriptomique, que certains transcrits présentent une expression différentielle dans la 

condition allopatrique, sur les trois générations successives (!1%). Toutefois, d’autres 

transcrits semblent être influencés différemment entre les trois générations (!10%). On peut 

dès lors déduire que les modifications d’ordre transcriptomique sont essentiellement aléatoires 

même si certaines sont ciblées. Il est envisageable que certains loci soient plus sensibles aux 

modifications épigénétiques.  

En ce qui concerne les données épigénétiques, seule la troisième génération est en cours 

d’analyse. Nous avons néanmoins préparé pour le séquençage, les échantillons pour la 
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première et deuxième génération afin d’observer les changements épigénétiques sur trois 

générations successives. 

 

(iv) Existe-il une corrélation directe entre les modifications épigénétiques et les 

modifications des profils de transcription ?  

Lors des analyses, nous avons établi que 18% des transcrits différentiellement exprimés dans 

la condition allopatrique présentent des profils de marques d’histones différents de la 

condition sympatrique. De plus, nous avons pu mettre en avant des profils types pour chaque 

marque dans la région du TSS. L’abondance des quatre marques dépend du niveau 

d’expression. Les modifications épigénétiques et de transcription sont corrélées. 

(v) Ces modifications moléculaires sont-elles corrélées à des changements 

phénotypiques visibles ? 

Dans l’évolution expérimentale mise en œuvre, nous avons pu constater que l’environnement 

hôte intermédiaire peut influencer différents traits phénotypiques. Une étude plus approfondie 

des données de transcriptomiques et épigénétiques sera nécessaire pour établir un éventuel 

lien entre les changements moléculaires et les changements phénotypiques. 

(vi)  Les changements engendrés tant phénotypiques que moléculaires sont-ils hérités par 

les générations futures ? 

Comme précisé précédemment, les analyses épigénétiques doivent être menées sur les deux 

premières générations afin de comparer avec les données des trois générations. S’agissant des 

données de transcriptomiques, certains transcrits semblent être influencés à la première 

génération et ce changement perdurerait jusqu’à la troisième. 

 

Au vu des observations faites lors de la deuxième énigme, une troisième en a découlé : (3) 

« Différenciation sexuelle en l’absence de gène W-spécifique, dans un système ZW ». Cette 

énigme ne permet pas de répondre à la question de l’influence de l’environnement sur le 

parasite, mais nous avons décidé d’investir cette question car c’est un phénomène adaptatif 

primordial pour la survie de l’espèce S. mansoni. En effet, d’une part ce parasite a sélectionné 

le mode de reproduction sexuée quand il s’est adapté aux animaux à sang chaud, ce qui 
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pourrait lui conférer des avantages en terme de diversité génétique, suite à l’élimination de 

mutations délétères.  

D’autre part, le dimorphisme mâle/femelle permet d’avoir un mâle musculeux, pour faciliter 

la migration à contre courant du flux sanguin, et une femelle plus fine pouvant se déplacer 

dans les veinules (Read & Nee 1990), qui ne sont pas accessibles aux mâles, pour émettre les 

œufs là où ils ont une chance de pénétrer à travers le tissu intestinal sans être lavés par le 

système circulatoire. 

Enfin, l’analyse approfondie du génome et épigénome (dans l’énigme 2) de cette espèce 

nous ont apporté certains éléments de réponse. 

Nous avons mis en évidence, la présence d’un grand nombre de séquences répétitives, 

l’identification de régions spécifiques au chromosome Z ou au chromosome W et l’absence 

de gène W-spécifique. Nous avons cependant observé que la région spécifique du 

chromosome W est composée de plusieurs familles de séquences répétées, dont certaines sont 

transcrites uniquement aux stades larvaires, où aucun dimorphisme sexuel n’apparaît. Ces 

séquences répétées présentent une euchromatisation au stade miracidia mais ce caractère tend 

à diminuer tout au long du cycle. 

De par cette étude, nous avons pu proposer un modèle hypothétique de différenciation 

sexuelle entre les mâles et les femelles, basée sur la transcription de séquences répétées 

femelles spécifiques induisant une hétérochromatisation de la région W-spécifique.  

Il serait intéressant maintenant d’approfondir le rôle de ces séquences répétées et de 

comprendre comment l’hétérochromatisation de la région W-spécifique peut agir sur les 

régions situées à proximité.  

Des études récentes au laboratoire ont mis en évidence la présence de 4 gènes 

potentiellement impliqués dans la différenciation et/ ou le déterminisme sexuel, les gènes de 

la famille des DMRTs. Dans le système ZW, les gènes DMRTs peuvent jouer en rôle dans le 

déterminisme sexuel. En effet, chez le xénope, deux gènes DM ont été identifiés : le DMRT1 

sur le chromosome Z et son paralogue, le DM-W, sur le chromosome W. Pendant les stades 

précoces de cette espèce, le DM-W agirait comme compétiteur sur le même site de liaison à 

l’ADN que le DMRT1 et, chez les individus ZW, cette inhibition empêcherait le DMRT1 

d’engager une différenciation mâle (Yoshimoto et al. 2008 ; Yoshimoto et al. 2010). Chez 

Gallus gallus, le poulet, il a été récemment montré par Smith et al. que la diminution de 
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quantité du transcrit DMRT1 chez un embryon ZZ (par RNA interférence) engage la voie 

d’un développement femelle (Smith et al. 2009). Ainsi, le gène DMRT1, présent uniquement 

sur le chromosome Z, est le déterminant mâle de cette espèce par un phénomène «dose 

dépendant».  

Chez S. mansoni, grâce à la carte de liaison (Criscione et al. 2009), à notre séquençage massif 

et après validation par PCRq, les différents gènes DMRT ont pu être localisés sur les 

chromosomes Z et W. Parmi ces 4 gènes, le gène DMS1 est près d’une région Z-spécifique et 

très certainement dans une région hétérochromatique du chromosome W. Il peut donc être 

influencé par l’hétérochromatisation de la région W-spécifique, ce qui mettrait en avant une 

action en cis, de la région composée de séquences répétitives. Toutes les études focalisées sur 

le déterminisme et la différenciation sexuelle, ainsi que l’étude des gènes DMRT, dans notre 

espèce modèle, sont en cours d’analyse, dans le cadre de la thèse de Marion Picard. 
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infecting sympatric or allopatric intermediate host. 
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Abstract 

For parasites that require multiple hosts to complete their development, the interplay of the host 

may impact parasite transmission and establishment in different hosts. In this study we work on the 

parasite Schistosoma mansoni which need two different hosts to complete his life cycle, an 

intermediate host snail Biomphalaria glabrata and a final host human or rodent. Even if the parasite 

is specific of one species of mollusc, he can, with lower success, infect different strain of 

Biomphalaria glabrata which mean different geographical isolates. 

We performed experimental infections with a clonal population, on neutral microsatellites marks, of 

S. mansoni utilizing two strains of B. glabrata, one considered as the sympatric host and one as 

allopatric (two geographic different isolates). We assesed prevalences on infections in the snail and 

the cercarial infectvity, female ratio, immunopathology in the final host and genetic analyses 

(microsatellites) on individuals larvae at each generations. We performed the experiment, for the 

first time, on three succesives generations. 

Even if the parasite population is clonal on neutral marks, S. mansoni keeps the ability of generating 

plasiticity and variability for different life history traits in direct correlation with the persistence of 

the parasite when confront to an unusual environment, in this study the intermediate host. 
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Introduction 

For parasites that require a number of hosts to complete their development (complex life cycle), 

each host species can represent a potential filter that can modulate infection and establishment of 

the parasite (Zavodna et al. 2008). As proposed in Red Queen hypothesis and according to local co-

evolutionary interactions, parasites are assumed to be more adapted to the most common local host 

genotypes (i.e ‘sympatric association’) (Lively & Dybdahl 2000). Host-parasite sympatric 

associations would thus result in higher parasite fitness than in allopatric associations. Parasite 

fitness is mainly measured as compatibility parameter, which reflects both the ability of a parasite 

to develop and the incapacity of the host to resist to the parasite infection. 

Schistosomes are parasitic platyhelminthes responsible of the intestinal schistosomiasis. 

Schistosomiasis is an important parasitic human disease ranking second only to malaria in terms of 

parasite-induced human morbidity and mortality, with more than 200 million infected people (King 

2010). The schistosome life cycle is characterized by passage through two obligatory hosts: the 

intermediate fresh-water snail Biomphalaria glabrata (or other Biomphalaria species, depending on 

the geographical location) for the asexual multiplication, and Human or rodents as final host for the 

sexual reproduction at the adult stage. Eggs are excreted with the host feces and free-swimming 

larvae (miracidia) are released when eggs become into contact with the water. Eggs of the parasite 

also accumulate into the host liver and cause the symptoms of the disease. Miracidia infect the 

freshwater mollusc host and transform into primary and secondary sporocysts. Finally, a third larval 

stage, the cercariae, capable of infecting the Human host, is released in the water. 

The impact of allopatric vs sympatric associations on host-parasite compatibility has been 

extensively studied in schistosome-snail interactions. Some authors have observed differential 

infectivities when the parasite is confronted to either sympatric or allopatric snails (Woolhouse 

1989; Webster & Woolhouse 1999; Sandland et al. 2009; Jones-Nelson et al. 2011). There are 

geographic patterns of compatibility between schistosomes and snails that suggest that there is a 



   Chapitre 7 – Annexe 1 –  

 183 

tendency for sympatric combinations to be more compatible than allopatric combinations (Sandland 

et al. 2009). This pattern is in agreement with the patterns reported for other parasite-host systems 

(Sandland et al. 2009). However, reverse pattern has also been reported (Morand et al. 1996). 

Variations in B. glabrata susceptibility and S. mansoni infectivity from various geographic areas 

were reported by Files and Cram (Files & Cram 1949), who suggested that these variations were 

genetically based. Susceptibility is now known to vary between geographic areas, between 

individuals in the same population, and in the same snail at different ages (Richards 1976). Genetic 

variations in snail susceptibility and parasite infectivity result in a variety of host-parasite relations 

(Sullivan & Richards 1981). 

Even if compatibility parameter is a prerequisite for parasite development success is not alone 

implicated in parasite transmission dynamic. Indeed, it has been shown that the mollusc host 

genetic background also influences both the parasite infectivity for the vertebrate host (Zavodna et 

al. 2008) and the adult sex-ratio (Zavodna et al. 2008). These last authors have shown that the 

worm sex-ratio recovered in experimentally infected mice is male-biased when the parasite pass 

through a sympatric mollusc host and female biased when the parasite pass through an allopatric 

mollusc host (Zavodna et al. 2008). However, because the sex-ratio was only measured at adult 

stage is not possible to detect the origin of such bias. It could originate from emitted cercariae (i.e. 

inside the mollusc host) or from developing adult worms (i.e. inside the vertebrate host).  

In this study we used a single parasite population originated from Brazil on two distinct 

mollusc host populations from distinct geographic areas (Brazil and Guadeloupe). We looked at life 

history traits (prevalence, infectivity, host immunopathology and sex-ratio) and at population 

genetic structure using 14 microsatellites markers. This experiment is, for the first time, maintained 

on 3 successive generations. 

Our results show that Schistosoma mansoni can infect two strains of Biomphalaria glabrata but 

with consequences on parasite life history traits. We show a female biased sex-ratio when the 

parasite is passed through the allopatric host (1.8 times more than in sympatric association). This  
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bias is maintained during three successive generations. The infectivity and the immunopathology 

stay unchanged for the two conditions and during the three generations, but prevalence are lower in 

the allopatric association than in sympatric association. Genetic analyses show very few diversity 

on the 14 neutral markers used suggesting that despite a low genetic diversity the parasite keep the 

capacity to generate plasticity and variability on different life history traits. 
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Material and Methods 

 

Parasite and host strains 

Two Biomphalaria glabrata snail populations were infected using the same Schistosoma mansoni 

(SmBre) parasite strain. One group of snails was selected from our laboratory population of a B. 

glabrata brazilian strain (BgBRE). The second group consisted of another laboratory population of 

a B. glabrata guadeloupan strain (BgGUA). 

The brazilian snail is the sympatric host of the brazilian Schistosoma mansoni parasite (SmBre), 

whereas the B. glabrata guadeloupean strain (BgGUA) is used as an allopatric host (Figure 1). 

 

Experimental procedure (figure) and parameters measured 

A brazilian population of Schistosoma mansoni were used to infect for three successive generations 

either a sympatric snail population (brazilian strain) or an allopatric snail population (guadeloupean 

strain). The vertebrate host (Swiss OF1 mouse) is the same for the two lineages. For each 

generation we have measured (i) the mollusc prevalence (the number of infected molluscs divided 

by the total number of exposed molluscs), (ii) the cercarial infectivity (the number of developing 

worms divided by the number of cercariae proposed to mouse infection), (iii) the host 

immunopathology assessed by the relative spleen weight (mouse spleen weight divided by body 

weight), (iv) the sex ratio at each parasite stage: miracidia, cercariae and adult and (v) the genetic 

population structure (using 14 microsatellite markers) at miracidia and cercarial stages.  
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Figure 1: Experimental design. A brazilian population of Schistosoma mansoni were used to infect for three successive 
generations either a sympatric snail population (brazilian strain) or an allopatric snail population (guadeloupean 
strain). The vertebrate host (Swiss OF1 mouse) is the same for the two lineages.   

 

Snails infections and maintenance 

Eggs were axenically recovered from 60-day infected hamster livers and brazilian miracidia 

(SmBre) were hatched from eggs in 5 ml of spring water during 2-3 hours under light. 

For infection, B. glabrata of each strain (BgBRE and BgGUA) of 4-5 mm diameter were 

individually exposed to ten SmBre miracidia in 5 ml of springwater. The snails were then 

individually isolated and maintained in round, clear plastic containers for 24 hr. On the next day, 

the exposed B. glabrata were separated in two groups: the sympatric association (SmBre/BgBRE) 

and the allopatric association (SmBre/BgGUA). Snails were fed with fresh lettuce ad libitum and the 

water was maintained at 25°C and changed weekly. Photoperiod during the entire experiment was 

equilibrated to 12L:12D  (Boissier et al. 2003). The prevalence was calculated, 35 days post-
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infection, by dividing the number of snails which presented sporocysts by the total number of 

snails. 

Mice infections 

A group of 10 mice were individually exposed to S. mansoni cercariae emitted from, either the 

pooled infected snails of the sympatric association   (SmBre/BgBRE) or the pooled infected snails 

of the allopatric association (SmBre/BgGUA). The mice were anesthetized with a mixture of 

Rompun (20 mg/ml; Bayer) 0.50 ml and Imalgène (100 mg/ml; Rhône Mérieux) 1.00 ml in 8.5 ml 

of autoclaved NaCl 8.5 (%0) by injection of 0,1 ml/10g of body weight. Mice abdomens were 

shaved and exposed to 160 randomly selected cercariae for 1 hour (Boissier & Moné 2000) 

Mice were killed by a lethal intraperitoneal infection of sodium pentobarbital. Adults worms were 

recovered by retrograde perfusions of the hepatic portal system with citrate (7.5%) saline (8.5%) 

solution administrated through the left ventricle (Duvall & DeWitt 1967). Worms trapped in the 

liver or mesenteric system were collected after excising these organs. All worms were sexed and 

counted.   

 

Sex proportion and genotyping 

Before DNA extraction, individual miracidia or cercariae were individually vacuum-dried for 15 

min in a Speedvac evaporator. Next, 20 µl of NaOH (250 mM) was added to each tube. After a 15 

min incubation period at 25°C, the tubes were heated at 99°C for 2 min. Then, 10 µl HCl (250 

mM), 5 µl of Tris-HCl (500 mM) and 5 µl Triton X-100 (2%) were added and a second heat shock 

at 99°C for 2 min was performed. The products were stored at -20°C.  

 

Sex proportion 

The PCR amplifications were performed with female specific markers (scaff_002739) and 

housekeeping gene (rhodopsin 3) in multiplex on 24 to 32 cercariae and miracidia for the sympatric 

and the allopatric association on the 3 generations. 
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Oligonucleotide primers were previously diluted in a final volume of 100 µl of water with 

concentrations of 0.1 µM for each female specific oligonucleotide primer and 0.2 µM for each 

housekeeping gene oligonucleotide primer (Table 1).  

The PCR reactions were carried out in a total volume of 10 µl containing 5 µl of 2x QIAGEN 

(#206143) Multiplex PCR Master Mix (providing a final concentration of 3 mM MgCl2), 1 µl mix 

of primers previously diluted (providing a final concentration of 0.1 µM for each female specific 

oligonucleotide primer and 0.2 µM for each housekeeping gene oligonucleotide primer), 1 µl of 

diluted DNA (10-1) and DNase-free water q.s.p. 10 µl.  

The PCR programme consisted in an initial denaturation phase at 95°C for 15 min, followed by 40 

cycles at 94°C for 30 s, 57 °C for 90 s, 72°C for 60 s, and a final extension at 60°C for 30 min. 

 

The PCR products were separated by electrophoresis through a 2% TBE agarose gel. When two 

bands appear it is a female and when there is only one band it is a male. 

 

Table 1: Primers used for calcul of sex proportion 

 
 

Genotyping 

All samples were genotyped on 14 microsatellite markers (Table 2). The relevant DNA fragments 

were amplified using Polymerase Chain Reaction (PCR). To maximise efficiency and minimize 

costs, these PCRs were performed in three multiplexes (see Table below) using the QIAGEN 

multiplex kit. These multiplexes were carried out according to the manufacturer’s standard 

microsatellite amplification protocol in the final volume of 10 µl and with 57°C for annealing 

temperature. The PCR programme consisted in an initial denaturation phase at 95°C for 15 min, 
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followed by 40 cycles at 94°C for 30 s, 57 °C for 90 s, 72°C for 60 s, and a final extension at 60°C 

for 30 min. 

PCR products were diluted in Sample Loading Solution (Beckman Coulter) with red-labeled size 

standard (CEQTM DNA size standard kit, 400, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) and 

electrophoresed on an automatic sequencer (CEQTM 8000, Beckman Coulter). Genotypes were 

determined using the fragment analyzer package from Beckman Coulter. (Bech et al. 2010) 

 
Table 2: Microsatellite markers used in this study  

 

 

 

Statistical and 

population 

genetics  

 

Analyses 

Statistical analyses were performed using SPSS 18.0 (IBM).  Fisher exact tests were used to 

compare prevalences. The cercarial infectivity and relative spleen weight were compared using non-

parametric  Kruskall-Wallis or Mann-Whitney tests. Population genetic analyses (Hardy Weinberg 

equilibrium, Fst, genetic diversity and allelic richness) were calculated using Fstat 2.9. 

 

Ethical note 

The French Ministère de l’Agriculture et de la Pêche and French Ministère de l’Education 

Nationale de la Recherche et de la Technologie provided permit A 66040 to our laboratory for 

experiments on animals and certificate for animal experimentation (authorization 007083, decree 
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87–848) for the experimenters. Housing, breeding and animal care followed the national ethical 

requirements.
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Results 

The prevalence changes and is lower when the parasite is confronted to an other strain 

of intermediate host (allopatric snail) 

The comparison of prevalences between the sympatric (SmBre/BgBRE) and the allopatric 

association (SmBre/BgGUA) is presented in Figure 2. These results show that there are significative 

differences between the sympatric and the allopatric association with a higher prevalence in the 

sympatric than in the allopatric condition. These differences are found for the three generations (G1 

: p = 0.04; G2: p = 0.0176; G3: p = 0.0021). Within each association whatever sympatric or 

allopatric, the prevalence stay unchanged between the three generations (p>0.05). 

 

 

Figure 2: Percentage of infected snails for the control group and the experimental group for 3 successive generations 
(G1, G2, G3). Sympatric association : brazilian Schistosoma mansoni on albinos brazilian Biomphalaria glabrata 
(black); Allopatric association : brazilian Schistosoma mansoni on non albinos guadeloupean Biomphalaria glabrata 
(white).; *:p<0.05, **:p<0.01, ***:p<0.001 
 

Dramatic changes in sex-ratio when the parasite develops in an allopatric intermediate 

host 

The initial miracidia sex ratio is a little bit male biased (58% male, 42% female). Molluscs 

whatever sympatric or allopatric were infected using this male biased miracidia population. When 

the miracidia infect the sympatric mollusc the emitted cercariae have a sex-ratio around the 
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equilibrium. The sex ratio become male biased when penetrating in the definitive host (adult sex 

ratio). This pattern is the same for the three generations. When the miracidia infect the allopatric 

mollusc the emitted cercariae have a strong female biased sex-ratio (20% male, 80% female). This 

bias is also found at lower level at the adult stage (35% male, 65% female). This pattern is the same 

for the three generations. 

 

 

Figure 3: Histogramm of the percentage of  females of miracidia (black), cercariae (grey) and adults (white), for 3 
generations and for the control group (first graphic) and experimental group (second graphic). 
 

No differences appear in infectivity of cercariae, inflamatory response of the définitive 

host and genetic diversity 

Population genetic structure has been measured at miracidia and cercarial stages using 14 

microsatellites markers. No statistical difference has been observed between all Fst values whatever 

the host-parasite combination (allopatric SmBre/BgBRE or sympatric SmBre/BgGUA) or the 

generation considered (mean value of Fst : 1.1%). Heterozygosity and allelic richness were very 
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low between 1.94% and 8.1%, and between sympatric and allopatric associations, for 

heterozygosity and allelic richness, respectively. For these two last parameters, no statistical 

difference has been detected whatever the host-parasite combination or the generation considered 

(p>0.05). The cercarial infectivity and the inflammatory reaction measured as the relative spleen 

weight were the same whatever the host parasite system or the generation considered (p>0.05) . 
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Discussion 

Our results show that when S. mansoni parasite is confronted to an allopatric mollusc host some life 

history parameters stay unchanged (cercariael infectivity and vertebrate host immunopathology) but 

other are modified. We have shown that in allopatric condition the prevalence is reduced and the 

sex ratio become female biased, compare to sympatric condition. 

 

 Prevalences show a significant decrease when the parasite is confronted to an allopatric 

intermediate host. The lower prevalence in the allopatric association is the same during 3 successive 

generations. Schistosoma mansoni is assumed to infest specific snail strain depending on their 

geographic area (Files & Cram 1949; Morand et al. 1996). This geographic influence leads to a 

geographic compatibility polymorphism with each parasite strain infecting a specific snail strain. In 

the B. glabrata/S. mansoni interaction a compatibility polymorphism has been shown (Richards & 

Shade 1987; Théron et al. 1997; Sandland et al. 2007; Roger et al. 2008; Sandland et al. 2009) and 

our results on prevalences match to studies on compatibility between host and parasite. Some 

authors show that in the snail hosts and regardless of snail line, outcrossed parasites exhibited signs 

of greater exploitation of host resources relative to inbred parasites. Snails infected by outcrossed 

parasites grew less than uninfected snails, as well as less than infected inbred snails in the novel 

line. Together with the fact that outcrossed parasites produced more cercariae than inbred parasites, 

this could be evidence of a more successful diversion of host resources by outcrossed parasites. 

Furthermore, increased mortality of outcrossed-infected snails is also consistent with increased 

exploitation and exhaustion of host energetic reserves (Woolhouse 1989; De Kock 1992; Webster & 

Woolhouse 1999; Sandland et al. 2009).  

 

 Our experiments also show a dramatic change in sex-ratio when the parasite develops in an 

allopatric intermediate host compare to sympatric intermediate host. Indeed, there is a 1.8 female 

enrichment in cercarial population and subsequently in the adult worm population in the allopatric 
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association, whereas the sex ratio stays male biased in the sympatric association. Schistosome sex 

ratio has puzzled parasitologists since several years and factors determining its variations are still 

unclear (see Beltran & Boissier 2009 for syntheses). S. mansoni sex ratio is known to be male-

biased in natural vertebrate host infrapopulations (Boissier & Moné 2001). The origin of such bias 

has been studied using both experimental and analytical studies (see Beltran & Boissier 2009 for 

synthesis). It is now established that the bias originates inside the vertebrate host during the parasite 

development from cercariae to adult worm - the thin female being less able to resist to the blood 

flow than the muscly male. However, in the present study we show that the sex ratio changes before 

cercarial penetration and the adult sex ratio we have obtained is a consequence of sex ratio 

distortion inside the mollusc host. A modification in environmental conditions of the mollusc-

parasite system is known to induce such sex ratio distortion. It has been shown that the presence of 

a non-vector mollusc (Marisa cornuarietis) in the vector mollusc environment (B. glabrata) induce 

a male biased sex ratio distortion. In this study, the author shows that the presence of the non-vector 

molluscs stimulate the growth of shistosome-vector mollusc and thus would increase the space 

available for the parasite (Moné 1997). In this better environment (i.e. bigger mollusc) male parasite 

seems to benefits more than female parasite. At the opposite female parasite seems to have selective 

advantageous in stressing environment. In host-parasite sympatric associations the sex ratio is male-

biased and become female biased in allopatric environment (present study and Zavodna et al. 2008). 

Allopatric environment could be perceived as a stressing environment for the parasite. The fact that 

the prevalence is lower in allopatric associations compare to sympatric ones agrees with this last 

hypothesis. A difference in male vs female life history traits has even been proposed (Boissier et al. 

1999). For instance, these last authors, using a meta-analytical approach, showed that female 

sporocysts produce more cercariae than male sporocysts. Our present study agrees with the fact that 

male and female schistosomes may be different in their life history performances and strategies to 

exploit their hosts (Boissier et al. 1999). In non stressing condition, male parasite is more efficient 

than female, the opposite is found in a stressing environment. In order to improve this hypothesis 
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more experiment need to be performed using other environmental conditions whatever stressed 

(starved mollusc for instance) or not (well nourished mollusc). 

 

 

Figure 4: Summarize of results on sex ratio when the parasite is confronted to a sympatric or an allopatric intermediate 
host. The female enrichment is found in the cercarial and adult population when the parasite is developped in an 
allopatric snail. This bias is not found after sexual reproduction. 
 

Finally genetic analyses show that our parasite population is genetically homogeneous  

 

All the experimental evolution allows to show that depending on the intermediate host, parasite’s 

life history traits could be modified, even if the population is genetically homogeneous. The 

parasite keeps the ability to generate plasticity in the new environment. Some traits are plastic and 

others not but this allow to increase the variability spectrum and so the ability to a rapid response 

ton changing environment. 
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Schistosoma mansoni gene crucial for infections success undergo rapid epigenetic 

modifications in varying environments while remaining genetically stable. 
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Abstract  

The digenetic trematode Schistosoma mansoni is a human parasite that uses the mollusc 

Biomphalaria glabrata as intermediate host. Specific S. mansoni strains can infect efficiently 

only certain B. glabrata strains (compatible strains C) while others are incompatible (IC). 

Differences in transcription of polymorphic mucins (SmPoMucs) between strains of S. 

mansoni are one of the principle determinants for compatibility with B. glabrata. SmPoMucs 

are polymorphic glycoproteins that interact with B. glabrata Fibrinogen Related Proteins 

(FREPs). FREPS are involved in the immune response of the mollusc to the parasite. 

SmPoMucs are encoded by a multi-gene family. Importantly, the high degree of protein 

variability is derived from a limited number of SmPoMuc genes. The SmPoMuc coding 

sequences of C and IC strains are very similar. To generate high variability and differences 

between strains based on a relatively low number of SmPoMuc genes, S. mansoni has evolved 

a complex cascade of mechanisms, a “controlled chaos”, acting at the transcriptional, 

translational and post-translational level. In the present study, we investigated the bases of the 

control of SmPoMuc expression that evolved to evade B. glabrata diversified antigen 

recognition molecules in the promoter of SmPoMuc genes. We compared two strains of 

different geographic origin and either compatible (C) or incompatible (IC) with a reference 

snail host. We reveal that although sequence differences are observed between active 

promoter regions of SmPoMuc genes, the sequences of the promoters are not diverse and are 

conserved between IC and C strains, suggesting that genetics alone cannot explain the 

evolution of compatibility polymorphism. In contrast, promoters carry epigenetic marks that 

are significantly different between the C and IC strains. Moreover, we show that these 

modifications of the structure of the chromatin of the parasite lead to enhanced transcription 

of SmPoMuc in the IC strain compared to the C strain and correlate with the presence of 

additional combinations of SmPoMucs transcripts only observed in the IC phenotype. These 
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results indicate that epigenetic marks change even if the genetic information remains stable, 

and suggest that epigenetic changes may be important for the early steps in the evolution of an 

adaptive trait in S. mansoni. 
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Introduction 

The interaction of hosts and parasites is one of the best-studied examples of evolution in a 

changing environment. Their reciprocal antagonistic co-evolution can be illustrated by an 

arms race in which host and parasite develop mechanisms to circumvent counter-measures 

developed by their opponents. Under certain conditions, parasite virulence and host defence 

can be in equilibrium leading to a phenomenon called compatibility. Compatibility occurs in a 

host-parasite system when the parasite species is capable of infection and transmission 

through the host species. The phenomenon that some parasite strains are compatible with 

certain host strains but not with others (and vice versa) is called compatibility polymorphism. 

Such phenomenon was described in the platyhelminth Schistosoma mansoni and its 

intermediate host, the mollusc Biomphalaria glabrata (Theron and Coustau 2005). S. mansoni 

is a human parasite whose life cycle is characterised by the passage through two obligatory 

sequential hosts: the fresh-water snail B. glabrata (or dependent on the geographical location 

other Biomphalaria species) for asexual replication, and human or rodents as hosts for sexual 

reproduction. The molecular mechanisms underlying compatibility polymorphism between S. 

mansoni and B. glabrata were recently investigated by comparing the proteoms of two S. 

mansoni laboratory strains: one strain that is compatible (the C strain) and one that is 

incompatible (the IC strain) with the same reference B. glabrata strain from Brazil. The study 

identified S. mansoni Polymorphic Mucins (SmPoMucs) as key markers for compatibility (see 

Mitta et al. 2011 for a recent review). SmPoMucs glycoproteins have a mucin-like structure 

with an N-terminal domain containing a variable number of tandem repeats (VNTR) (Roger et 

al. 2008a). SmPoMuc proteins are highly polymorphic (Roger et al. 2008a) and interact with 

the Fibrinogen Related Proteins (FREPs) of the mollusc (Moné et al. 2010). FREPS are 

diversified antigen recognition molecules playing a central role in the secondary immune 

response to digenetic trematodes (Adema et al. 1997, Hanington 2010, Zhang et al. 2008). 
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The extraordinary level of SmPoMucs polymorphism is generated by a complex cascade of 

mechanisms, a “controlled chaos”, acting at the transcriptional, translational and post-

translational level (Roger et al. 2008b). SmPoMucs are encoded by a multigene family with at 

least 10 members that are organised in 4 clusters on the genome. They recombine frequently 

and generate new alleles (Roger et al. 2008b). Each individual miracidia (the larva that infects 

the mollusc) expresses only a specific subsets of SmPoMuc genes (Roger et al. 2008b). The 

mechanisms controlling this expression polymorphism of SmPoMucs remain unclear. The 

recent finding that Trichostatin A, a modifier of chromatin structure, influences SmPoMuc 

transcription patterns (Cosseau et al. 2010) suggests that epigenetic mechanisms participate in 

transcription control. 

Epigenetic information is information on the status of gene activity that is heritable, for which 

changes are reversible and that is not based on the DNA sequence. The scientific debate about 

the reason of the evolution of an epigenetic inheritance system (EIS) in most organisms is 

intense. Others and we have suggested that EIS provides a basis for modifications in the 

reaction norms that do not require changes of genotypes (Pal and Miklos 1999, Cosseau et al. 

2010), resulting in increased phenotypic plasticity on the individual level or increased 

phenotypic variability on the population level. We have shown that this is true for SmPoMuc 

expression in populations of S. mansoni miracidia (Cosseau et al. 2010). If EIS influences on 

the capacity to generate different phenotypes, both the better adapted phenotype and the 

capacity to generate this phenotype will be selected for and carried into the next generation. 

This transgenerational quality of an EIS was described as “transgression potential” (Johannes 

et al. 2011) and allows for rapid adaptive evolution (Roux et al. 2011). It was hypothesized 

that in changing environments, in particular parasite-host interactions with fluctuating hosts, 

EIS will be important (Lachmann and Jablonka, 1996). Theoretical models predict that in 
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these systems, epigenetic changes, e.g. chromatin structure marks, occur before genetic 

changes (Pal and Miklos 1999).  

To obtain experimental evidences for these theoretical considerations, we investigated in the 

present study the genetic and epigenetic changes that occurred during the evolution of the 

phenotypic compatibility polymorphism in two S. mansoni strains. We focused on the 

sequence of the promoters of active SmPoMuc genes and investigated whether there exist 

differences in the promoter sequences between S. mansoni compatible and incompatible 

strains. Our study revealed that IC and C strains display very little genetic variability within 

strain, and limited nucleotide differences between promoter sequences of the two strains, but 

show strong chromatin structure differences. Our findings indicate that, in the SmPoMuc 

promotor regions, epigenetic changes occurred while the nucleotide sequences remained 

stable, and that EIS can control a heritable adaptive trait. 
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Materials and Methods 

Culture of Schistosoma mansoni 

A compatible strain (C) (Brazilian strain), an incompatible S. mansoni strain (IC) 

(Guadeloupean strain) and a reference mollusc strain (B. glabrata BRE isolated from Brazil) 

were used in this study. For initial breeding, each strain was maintained in its sympatric 

(compatible) B. glabrata strain, and in hamsters (Mesocricetus auratus) as described 

previously (Theron et al. 1997). Adult worms and miracidia were obtained as described in 

Roger et al. (2008b). The French Ministère de l’Agriculture et de la Pêche and French 

Ministère de l’Education Nationale de la Recherche et de la Technologie provided permit A 

66040 to our laboratory for experiments on animals and certificate for animal experimentation 

(authorization 007083, decree 87–848) for the experimenters. Housing, breeding and animal 

care followed the national ethical requirements. 

 

PCR screening for promoters of SmPoMuc genes, cloning and sequencing 

We searched for sequences of promoter regions of SmPoMuc genes in the genomic database 

of the S. mansoni NMRI strain (assembly version 3.1) using BLAST searches. Contigs 

matching to SmPoMuc genes were assembled with the Sequencher software (Gene Codes 

Corporation) to recover the sequences of the promoter regions of the genes. From the blast 

search and manual assemblage of relevant contigs, scaffolds of promoter regions were 

constructed for the different SmPoMuc genes in groups 1 - 4. Primers were designed on these 

contigs to amplify the promoter regions of the different SmPoMuc genes in the C and IC 

strains of S. mansoni. The DNA templates to generate PCR products were either genomic 

DNA (C and IC strains), BACs library (NMRI strain) or a phage library (IC strain). Genomic 

DNA was extracted from adult worms as described in Roger et al. (2008b, c). The production 

of the phage library is described below. Promoter regions were amplified using the Advantage 
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2 PCR Enzyme System (Clontech) (see Supplementary file 1 for primer sequences, amplified 

fragment lengths and sources of DNA). PCR products were either cloned into pCR-XL-TOPO 

(TOPO TA Cloning kit for sequencing, Invitrogen) and plasmid DNA was purified using the 

Wizard Plus SV Miniprep DNA purification system (Promega), or sequenced directly. We 

sent PCR amplificons or plasmids containing the promoter regions to GATC (GATC Biotech, 

Germany) for cycle sequencing on both directions and performed primer walking up to 2.0 kb 

upstream of the transcription start sites (TSS) of SmPoMuc genes (for primer sequences see 

Supplementary file 2). We checked trace data and aligned nucleotide sequences manually 

using the BioEdit software. 

 

Production and screening of a phage lambda library of IC genomic DNA 

The presence of multiple copies of some SmPoMuc genes prevented sometimes the 

amplification of a single copy and assembly of a gene with its corresponding promoter. To 

address this problem, we constructed a phage library of the IC strain using the Lambda Fix II 

vector system from Stratagene. The expected size of inserts was 15 to 23 kb corresponding to 

the size range of SmPoMuc genes (10 – 30 kb). Details of the construction of the phage 

library and screening are available at http://methdb.univ-

perp.fr/cgrunau/methods/lambda_library.html. Genome coverage of the library was four fold. 

The library was screened for SmPoMuc genes using probe UR1, a highly conserved intronic 

sequence spanning the region between two repeat units of the SmPoMuc genes (Roger et al. 

2008b). The probe was labeled with the DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter 

Kit II using Random primed DNA labeling with digoxigenin-dUTP, alkali-labile and 

chemiluminescence with CSPD (Roche). Screening was performed according to the 

manufacturers instruction. Secondary and tertiary screening rounds were performed with the 

same probe to isolate individual phage clones. Phages that scored positive for SmPoMuc 
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repeat units were screened by PCR using a combination of diagnostic primers for each group 

of SmPoMuc genes (Supplementary file 2) with the Advantage 2 PCR Enzyme System 

(Clontech). Selected phages were subsequently purified and used as template to PCR amplify 

SmPoMuc group 3.1(r1-r2) as described in the section “PCR screening for promoters of 

SmPoMuc genes, cloning and sequencing”. 

 

Sequence variation of promoter regions of SmPoMuc genes between S. mansoni IC and C 

strains 

Sequence annotation and promoter prediction 

The 5’UTR and ORF were previously characterised using 5’RACE-PCR experiments (Roger 

et al. 2008a). The core promoter including a TATA box and the TSS was predicted using 

Neural Network Promoter Prediction Tool (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) 

(Reese 2001). We identified repetitive elements in the promoter region sequences using the 

CENSOR software (Kohany et al. 2006). We searched for duplications, recombinations and 

gene conversions using dot plots among sequences and the programs RDP3 (Martin et al. 

2010). SmPoMuc promoter sequences were annotated using CLC Sequence Viewer v6.5.1 

(CLC Bio 2011). We colour-coded paralogous sequence blocks, portions of repetitive 

elements, duplications and recombination to visualise the evolution of paralogous and 

orthologous SmPoMuc promoter sequences. The number of substitutions per site for pairwise 

comparisons and searched for conserved regions was calculated with DnaSPv4.50.3 (Rozas et 

al. 2003). 

Phylogenetic analysis 

We performed Bayesian phylogenetic analyses using MrBayes 3.2.0 (Ronquist et al., 2012. 

We sampled across the substitution model space in the Bayesian Markov Chain Monte Carlo 

(MCMC) itself (Huelsenbeck et al., 2004). The model selected was the HKY model. 
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Insertion/deletion (indel) events were coded as binary characters (presence/absence) and 

included as a separate binary data partition in the analysis (Ronquist et al., 2012). We ran the 

MCMC for 120,000 generations, trees being sampled every 100 generations. It allowed the 

final average standard deviations of split frequencies to reach below 0.01 and the potential 

scale reduction factors (PSRF) for all parameters to be close to 1, indicating that the runs had 

converged onto the stationary distribution. The first 1,000 trees were discarded as burn-in to 

compute the consensus tree. We repeated the analyses three times to ensure the posterior 

probabilities were stable. Trees were rooted with a sequence of the promoter sequence of the 

SmPoMuc pseudogene group 4. 

 

Sequence variation and gene diversity 

We used DnaSP to characterise promoter sequence variation within and between groups of 

SmPoMuc promoter sequences as the number of polymorphic sites, number of mutations 

between strains, net number of substitutions per site between strains and between groups of 

SmPoMuc promoter sequences. 

 

Sequence variation of the promoter region of a single copy gene, SmFTZ-F1, between S. 

mansoni IC and C strains 

We amplified and sequenced the promoter region of the SmFTZ-F1 gene (De Mendonca et al. 

2002) in 1 and 2 individuals of S. mansoni strains IC and C, respectively, from genomic DNA 

with primers Smftzf1-F (5’-ATGAGATGTTTCTGAGCAATGGC-3’) and Smftzf1-R (5’-

TCTTCTCGTAGCTGAATCTGACC-3’) using the Advantage 2 PCR Enzyme System 

(Clontech). PCR amplificons were then sequenced and analysed for sequence variation and 

gene diversity as described above. 
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Heterologous expression of promoter regions of SmPoMuc genes 

Cell culture and transfection 

HeLa cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and 10% fetal 

calf serum (FCS) containing an antibiotic/antimycotic mixture (penicillin 100 units/ml, 

streptomycin 0.1 mg/ml, amphotericin B 0.25 !g/ml; Sigma) at 37°C. Transfections were 

performed on Lab-Tek™ chamber slides (0.8 cm"/wells) with 250 ng of DNA using 

jetPRIME™ according to the manufacturer's instruction (Polyplus transfection). Briefly, 

20,000 cells were seeded per well in 350 ml of cell growth medium 24 h prior to transfection. 

Two hundred and fifty ng of plasmid DNA diluted into 25 ml jetPRIME™ buffer were 

incubated with 1 ml jetPRIME™ transfectant for 10 min at room temperature. The 

transfection mix was added directly to the cells. After 72 h, we washed HeLa cells with PBS 

and fixed in -20°C methanol for 5 min. Cells were washed twice with PBS and counterstained 

with DAPI (100 mg/ml) for 10 sec and mounted with fluorescent mounting medium (Dako). 

Fluorescence was observed with a Zeiss Axioskop2 (Zeiss) using a camera Leica DC350FX 

coupled to imaging software (Leica FW4000). 

 

SmPoMuc group 3.1(r1-r2) promoter construction 

To determine a minimal functional promoter, we cloned roughly 1 kb of the SmPoMuc group 

3.1(r1-r2) promoter directly upstream of the EGFP cDNA of a promoterless vector, pEGFP1 

(Clontech). This sequence was amplified by PCR using primers containing SacI and BamHI 

restriction sites (5’ primer CCCTTTgagctcATGGAGCAGTGAGTTA and 3’ primer 

TATggatccTGGCTTTATATATATTTTTAC). The PCR product was gel-purified (Wizard® 

SV gel and Clean-Up system,Qiagen), digested with both restriction enzymes and cloned into 

a SacI and BamHI digested pEGFP-1 reporter vector with T4 DNA ligase (New England 

Biolabs). The construct was verified by sequencing  both DNA strands. Plasmids pEGFP-1 
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and pCMV-EGFP driving EGFP expression, under the control of the CMV-promoter, were 

used as negative and positive controls in the transfection assay. 

 

Sequence variation of promoter regions of SmPoMuc group 1 gene between S. mansoni IC 

and C strains at the population level 

A 3.3 kb region of the SmPoMuc group 1 gene promoter region was amplified using primers 

SmpomucpromGP3.1.f2 and BR2 (Supplementary file 1) in individuals of each of S. mansoni 

IC and C strain. The PCR products span from 1.8 kb upstream of the TSS to the first repeat 

unit of the SmPoMuc gene and covers the promotor region. 1.4 Kb of the promoter region was 

sequenced for 20 and 18 individuals of the IC and C strains, respectively, by primer walking  

(Supplementary file 2). We used Arlequin 3.1 to characterise SmPoMuc group 1 promoter 

diversity within the two strains as the expected unbiased gene diversity, the nucleotide 

diversity, corrected for sample size and incorporating nucleotide information (Nei 1987). We 

tested for sequence variation between the two strains using population comparisons and 

differentiation in Arlequin 3.1. Estimations incorporated Tamura-Nei distances between 

sequences and allele frequencies (Nei’s !-estimator of FST). The significance of genetic 

differentiation was tested by permuting 2,000 times the alleles among all samples. We also 

estimated inbreeding coefficient in each strain using f and genetic differentiation between the 

two strains using FST estimator " (Weir and Cockerham 1984, incorporating allele frequencies 

only). Inbreeding coefficients and genetic differentiation for departure from the null 

hypothesis (f = 0, " = 0) were tested using 2,000 permutations in GENETIX 4.05 (Belkhir et 

al. 2006). 

 

Allelic variation of 14 microsatellite loci between S. mansoni IC and C strains at the 

population level 
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Nineteen individuals of each of the IC and C strains were genotyped using 14 microsatellite 

loci (Bech et al. 2010). We estimated genetic diversity of microsatellite loci as mean number 

of alleles per locus (A), observed and expected unbiased heterozygosities (HO and # 

respectively) under the assumption of Hardy–Weinberg equilibrium (Nei 1987). We estimated 

inbreeding coefficient f in each strain, genetic differentiation between the two strains RST 

estimator (Rousset 1996, Slatkin 1995) and FST estimator " as above. 

 

Trichostatin-A treatment, mRNA extraction, cDNA synthesis and transcription analysis 

Trichostatin-A (TSA) (invivoGen met-tsa-5) was dissolved in ethanol to 20 mM and added to 

the 1000 IC or C miracidia pool at 20 µM and 200 µM during 4h. We had shown previously 

the effect of TSA at these concentrations on development, morphology, mobility and gene 

expression without any cytotoxicity for the larvae (Cosseau et al. 2010, Azzi et al. 2009). To 

the untreated control, an equal volume of ethanol was added (mock treatment). After 4 h, 

metamorphosis arrest was observed for larvae treated with TSA at 200 µM as expected for a 

positive effect with this drug (Azzi et al. 2009). Miracidia were then spun down at 12,000g 

during 5 min and suspended in 100 µl of lysis buffer (Dynabeads mRNA DIRECT Micro kit, 

Dynal Biotech) in Rnase-free tubes and stored at -80°C. Messenger RNAs were extracted 

using the Dynabeads mRNA isolation Kit according to the manufacturer’s instructions. 

mRNA poly-A residues were eluted from the surface of the paramagnetic beads by a final 

denaturating step of 10 min at 75°C in 20µl of Tris-HCl 10mM. cDNA synthesis was carried 

out using 10 µl of mRNA in a final volume of 20 µl according to manufacturer instructions 

(0.5 mM dNTPs, 0.01mM DTT, 1X first strand buffer, 2U RNase out, 10U SuperScript II RT 

(Invitrogen) during 50 min at 42°C. After reverse transcription, the cDNAs were purified with 

the PCR clean-up system (Promega) and eluted into 100 µl 10 mM Tris/Cl (ph 7.5). 
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Specific primers for qPCR from groups 1, 2 and 3.1 (r1-r2) were designed based on sequence 

alignment performed on cDNA variant representative of each group (Supplementary file 2). 

Their specificity was tested using as template a plasmid in which a cDNA variant of group 1, 

2 or 3.1 (r1-r2) was cloned. Group 4 genes contain a STOP codon in exon 8 of the gDNA 

sequence and its cDNA has never been detected. Therefore, transcripts of the group 4 genes 

were not targeted in this study. qPCR amplifications were performed as described below. 

Results were normalised with the !Tub gene. The 2"
Ct value was calculated. Statistical test 

were performed on at least 3 different biological samples. 

 

Chromatin status of SmPoMuc promoters by ChIP-qPCR 

Native chromatin immunoprecipitation was performed as described before (Cosseau et al. 

2009). In brief, antibodies against histone isoforms were used to precipitate chromatin in 

miracidia from IC and C strains (Supplementary file 3). DNA was extracted from the 

precipitated complex and analysed by qPCR using specific primers of SmPoMuc group 1, 3.1 

and 3.1(r1-r2). Primers targeting specifically these genes were designed based on sequence 

alignment of SmPoMuc promoter sequences (Supplementary file 2). We tested their 

specificity using as template plasmids with promoters of group 1, 3.1 or 3.1 (r1-r2). It was not 

possible to design primer sets that would hybridize specifically to the promoter sequences of 

the other groups or subgroups because conservation in the sequences resulted in cross-

amplification between these groups. The amount of target DNA recovered in the 

immunoprecipitated fraction was quantified by calculating the percent input recovery (% IR) 

normalised with the percent input recovery obtained with a reference locus (!Tub) as 

previously described (Cosseau et al. 2008). 
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qPCR analysis 

qPCR amplifications were performed with 2.5µl of immunoprecipitated DNA or cDNA in a 

final volume of 10µl on a LightCycler# 480 II real Time instrument (1.5µl H20, 0.5µM of each 

primer, 5µl of master mix). The following protocol was used: denaturation, 95°C 10 minutes; 

amplification and quantification (40 times), 95°C for 10 seconds, 60°C for 10 seconds, 72°C 

for 20 seconds; melting curve, 65-97°C with a heating rate of 0.11 C/s and continuous 

fluorescence measurement, and a cooling step to 40°C. For each reaction, the crossing point 

(Ct) was determined using the “2nd derivative” method of the LightCycler# 480 Software 

release 1.5. PCR reactions were performed in duplicates and the mean value of Ct was 

calculated. Correct melting curves were checked using the Tm calling method of the 

LightCycler# 480 Software release 1.5. The amplification of a unique band was verified by 

electrophoresis separation through a 2% agarose gel for each qPCR product.  

 

 

Results 

 

Transcription of SmPoMuc genes is different in IC and C strains of S. mansoni 

Transcription of SmPoMuc genes in groups 1, 2 and 3.1(r1-r2) was compared between 

miracidia of the IC and C strains. SmPoMuc genes group 1, 2 and 3.1(r1-r2) are 

approximately 2.9, 3.5 and 25.8 more transcribed in the IC than in the C strain (fig.1). The 3.1 

subgroup containing intermingled r1-r2 repeats is highly transcribed in the IC strain but was 

nearly not detectable in the C strain. This result is consistent with a previous study on 

individuals of the IC and C strains, which showed that variants containing the r1-r2 

combinations are only expressed in the IC strain (Roger et al. 2008a, b).  
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The SmPoMuc minimal promoter region is located within 1,000 bp upstream of the TSS 

To investigate the mechanisms underlying differences of transcription between SmPoMuc 

groups and subgroups, we characterized the minimal promoter region of the SmPoMuc genes. 

We sequenced 1.04 - 2.00 kb upstream of the transcriptional start site (TSS) for 4 groups of 

SmPoMuc and produced PCR products spanning 1 kb of the region. Plasmids containing these 

sequences upstream a reporter gene (EGFP) were transfected into HeLa cells and fluorescence 

was observed under a microscope (fig. 2). These experiments showed that a 1 kb sequence is 

sufficient to drive the heterologous expression of the reporter gene and contains the minimal 

promoter sufficient for transcription. 

 

Sequence variations of promoter regions of SmPoMuc genes between S. mansoni IC and C 

strains are small 

As a first approach to investigate a putative genetic basis for this difference in transcription 

level between strains, we investigated the paralogous and orthologous relationships between 

the four groups of SmPoMuc gene promoters and between the two Schistosoma mansoni IC 

and C strains using a phylogenetic analysis, reciprocal Blast dot-plots and comparison of 

repetitive elements, duplication, recombination events and gene conversions (fig. 3). We 

annotated the sequences and visualised them by colour-coding of blocks with less than 95% 

identity (fig. 3). A recombination event was detected using BootScan (Salminien et al. 1995; 

Martin et al. 2005), Maximum Chi Square (Maynard Smith 1992; Posada and Crandall, 2001) 

and Sister Scanning method (Gibbs et al. 2000) methods in RDP3 and the recombination 

break points were estimated (fig. 3). We observed in both strains one duplication in group 

3.1(r1-r2) promoters resulting in an insertion, several insertions/deletions (indels) including 

one large deletion in group 3.1 promoters and a recombination event from group 2 to group 1 

promoter. High similarity to a repeat DNA element was detected in group 2 promoter, 
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however it constituted only a small fragment of the complete repeat – 61 bp out of 385 bp of 

the DIVER2 LTR (Drosophila). 

The estimated divergence time between the two S. mansoni strains IC and C is about 400 

years (Morgan et al. 2005) and the promoter sequences between the two strains are highly 

conserved (0.000-0.004 net substitutions per site, Table 1). The number of fixed differences 

between the two strains varied between 0 in the promoter region of SmPoMuc group 2 genes, 

to 3 in group 3.1, 4 in groups 1 and 8 in group 3.1(r1-r2) (Table 1). No substitution was 

observed in the TATA signal and TSS regions of the promoters between the two strains. 

SmPoMuc promoter sequences were divided into four paralogous sequence groups and 

sequence differences between strains (orthologous relationships) within groups were much 

lesser than the differences observed between groups of the SmPoMuc gene family - net 

substitutions per site varied from 0.000-0.004 within groups of promoter sequences between 

strains compared to 0.024-0.041 between promoter groups (Table 1). The number of 

SmPoMuc promoter sequence differences between strains was equal or slightly higher than 

the number of sequence differences for the promoter of the single copy gene SmFTZ-F1, 

which shows no difference between strains (Table 1). Six of 14 microsatellite loci also did not 

show any sequence difference between the two strains (one unique allele). The two strains 

share the molecular evolution and phylogeny of the promoter region of the four groups of the 

SmPoMuc gene family (fig. 3) – indels, recombination and duplication events. These findings 

indicate that the divergence between groups of the SmPoMuc gene family from a common 

gene ancestor is ancient and largely predates the time of separation between the two S. 

mansoni strains.  
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Low level of promoter nucleotide diversity within the IC and C strains  

At this step of the study we hypothesized that SmPoMuc expression differences in C and IC 

strains could be due to nucleotide differences in the promoter regions of the genes. The 

sequencing of 1.4 Kb of SmPoMuc group 1 promoter region for 20 and 18 individuals of the 

IC and C strains, respectively, revealed a very low number of alleles and genotypes (Table 2) 

– one genotype in the IC strain and 3 genotypes in the C strain. In the C strain, sequence 

variation was minimal, with the three alleles differing by only one base pair from each other, 

resulting in insignificant nucleotide diversity (Table 2). All individuals were homozygotes. 

The IC strain allele of the SmPoMuc promoter group 1 differed from the three C strain alleles 

by four to five base pairs, a sequence divergence of 0.29 to 0.36 %. In summary, nucleotide 

sequence differences between the two strains are surprisingly small.  

 

SmPoMuc group 1 promoter population sequence difference between IC and C strains is 

not higher than average genome-wide difference 

Promoter diversity within strain and divergence between strains of SmPoMuc group 1 genes 

were similar to those of 14 microsatellite loci that may be used to reflect genome-wide 

diversity and divergence (Bech et al. 2010). Promoter diversity of SmPoMuc group 1 was 0.00 

(one allele) in the IC strain compared to 0.22 (3 alleles) in the C strain (Table 2), while 

expected heterozygosity was 0.000 (one allele) for both strains for 14 microsatellite loci (Data 

not shown). All individuals were homozygotes. Six out of 14 microsatellite loci showed no 

divergence between the two strains. At eight microsatellite loci, the IC strain alleles differed 

from the C strain alleles by one to eleven microsatellite repeats. The promoter region of the 

single copy SmFTZ-F1 gene displayed a unique sequence common to the two strains. We 

estimated extremely high and significant genetic differentiation between the two strains for 

both SmPoMucs group 1 promoter sequences and microsatellite loci using ", !ST and RST 
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estimators (Table 3). However, we detected almost no heterozygotes and high significant 

inbreeding coefficients f in both strains and for both SmPoMucs group 1 promoter sequences 

and the microsatellite loci (Table 3). Therefore those high values of divergence are likely the 

result of high clonality in the two strains as discussed previously in Bech et al. (2010). 

Nonetheless, the distribution of alleles matched the pattern of differentiation as we detected 

fixed alleles that were different in the two strains. We reasoned that the small genetic 

differences in the promoter region are simply a by-product of clonality and not the reason for 

expression differences. We therefore explored an alternative hypothesis, i.e. that the 

expression differences are due to dissimilarity in the epigenetic information. 

 

HDAC inhibitors have an effect on SmPoMuc transcription 

As the difference in SmPoMuc transcription phenotype cannot be easily explained by genetic 

differences in the promoter region, we investigated the putative implication of epigenetic 

mechanisms. As a previous study showed that histone modifications are clearly involved in S. 

mansoni epigenetic mechanisms (Cosseau et al. 2010, Dubois et al. 2009), we tried to 

influence the epigenotype and phenotype (SmPoMuc expression pattern) of S. mansoni using 

trichostatin-A (TSA) that is a specific and reversible inhibitor of  class I and II Histone 

Deacetylase (HDAC). Treatment with this drug prevents histone deacetylation and is expected 

to increase the overall acetylation of histones and therefore gene expression (Azzi et al. 2009). 

The influence of TSA treatment on the transcription of SmPoMuc genes (group 1, 2 and 

3.1(r1-r2) of both C and IC strains was tested in miracidia larvae exposed during 4 h to the 

drug. A Friedman non-parametric test was performed to test the significance of the TSA effect 

(Supplementary file 4). We observed a statistically significant increase in transcription of 

groups 1 and 2 after TSA treatment in the IC strain only (P-value = 0.05). This indicates that 

changes in histone acetylation correlate with increased expression for SmPoMuc group 1 and 
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2 in the IC strain and has no effect in the C strain. Control genes were also tested for their 

response to TSA in order to test that TSA effect was not pleiotropic. No effect of TSA was 

observed for these genes (GAPDH, Smp_011030, Smp_152710.1, Smp_054160, 

Smp_158110.1, GST.B, Glyaxalase, data not shown). 

 

Strain hybrids express both C and IC strain specific SmPoMucs  

Since the TSA treatment influences overall histone acetylation, it could not be excluded that 

the observed effect is an indirect one and that SmPoMuc expression control is 

posttranscriptional and/or posttranslational such as selective RNA or protein degradation. We 

reasoned that in the offspring of crosses between IC and C strain transcriptional control would 

produce an additive pattern of SmPoMuc proteins while control by selective degradation of 

gene products would produce a subtractive pattern. Western blots show that in miracida that 

are produced from crosses between the strains (either paternal C or maternal C) an additive 

pattern of the C and IC specific bands can be observed (fig. 4). This indicates that regulation 

operates on the transcriptional and not on post-transcriptional level and further supports the 

view that chromatin structure plays a role in the generation of specific SmPoMuc profiles for 

each strain.  

 

There are strong chromatin status differences in the SmPoMuc promoters between S. 

mansoni C and IC strains 

Since all experiences had delivered results in favour of a difference in chromatin structure of 

SmPoMuc locus between strains, we decided to investigate the chromatin status in these loci 

by ChIP experiments. Primers were designed upstream of the start codon in regions that 

displayed sequence degeneration in order to target specifically SmPoMuc group 1, 3.1 and 

3.1(r1-r2). ChIP experiments were performed using an antibody that recognised Histone 3 
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(H3) acetylated on lysine 9 and H3 tri-methylated on lysine 4 which are euchromatic marks 

and an antibody that recognised H3 tri-methylated on Lysine 9, which is a heterochromatic 

mark. Immunoprecipitation with the antibody that targets H3 tri-methylated on lysine 4 

(H3K4Me3) did not show any enrichments in the SmPoMuc region tested for both IC and C 

strains whereas controls (#Tub and 28S) were positive (data not shown). The H3K4Me3 is 

probably very sharp and the high degree of sequence similarity between the gene groups did 

not allow for designing primers to produce PCR products that cover the entire region. Both 

SmPoMuc group 1 and 3.1(r1-r2) from the IC strain displayed a higher level of H3 acetylated 

on lysine 9 compared to the C strain (fig. 5). Consistently with this result, the C strain 

displayed a higher level of the heterochromatic mark for group 1 and 3.1 (r1-r2). In the IC 

strain, epigenetic marks showed differences among SmPoMuc groups 1, 3.1 and 3.1(r1-r2) 

(Supplementary file 5). Promoter of group 3.1(r1-r2) is the most acetylated and the less 

heterochromatic. This result is consistent with expression analysis after TSA treatment where 

no effect of TSA was observed for expression of group 3.1(r1-r2). This absence of TSA effect 

may be explained by the fact that acetylation on this promoter is already saturated and cannot 

be further increased.  
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Discussion  

The co-evolution of host-parasite interactions can be viewed as an arms race in which both the 

host and the parasite develop mechanisms to circumvent the weapons developed by their 

opponent. In this context, variability-generating processes are crucial for survival on both 

sides of the interaction (red queen hypothesis, Van Valen 1974). The mechanisms that are 

responsible for these (heritable) phenotypic variations are a current and fundamental question 

in evolutionary biology. Traditionally, random genetic changes are seen as sole source of 

phenotypic variation. But the picture is probably more complex: heritable adaptive phenotypic 

shifts could be partly controlled by epigenetic factors that were underrated until recently 

(Jablonka and Lamb 2005, Bossdorf et al. 2008). A high rate of heritable epigenetic changes 

would generate phenotypic variation, that in turn could allow a rapid response to selection 

pressures (Cosseau et al. 2010; Danchin et al. 2011). This could allow for a transient and 

efficient response to changes in the environment, and could subsequently be followed by 

stabilisation through genetic changes (Jablonka et al. 1998, Pigliucci et al. 2006). Epigenetic 

modifications affect the transcription status of a gene in a heritable way without changes in 

the DNA sequence (Umlauf et al. 2008, Dillon 2008, Lee et al. 2010). Epigenetic information 

can be based on a chromatin marking system. Chromatin exists either as a relaxed structure 

that is permissive to gene expression and is called euchromatin, or as a condensed structure 

that is typically silent and is called heterochromatin (Luijsterburg et al. 2008). Therefore, 

these different chromatin states alter gene expression and, ultimately, influence phenotypic 

outcomes without changes in DNA sequence. Evolutionary implications of epigenetic 

inheritance systems and its potential link to stress-induced phenotypic variation has been 

discussed in several models (Rapp and Wendel 2005; Grant-Downton and Dickinson 2006; 

Richards 2006; Bossdorf et al. 2008, Bossdorf et al. 2010, Boyko and Kovalchuk 2008; 

Jablonka and Raz 2009). While it is clear now that induced epigenetic modifications are 
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heritable (e.g. Verhoeven et al. 2010), there are very few reports that show that epigenetic 

events lead to modification of gene expression profiles, production of new phenotypes and 

adaptation to environment (Uchida et al. 2011).  

In the present work, we addressed the question of the relative importance of genetic and 

epigenetic differences between two strains of S. mansoni that show clear differences in an 

ecological important adaptive trait: the capacity to infect their intermediate host. We had 

previously identified the SmPoMuc genes as key markers for host compatibility and had 

shown that nucleotide differences in the coding region could not explain differences in 

transcription. We focused therefore on the promoter regions in the present work. Our 

comparative survey of sequence variation in the different groups of SmPoMuc gene family 

from IC and C strains revealed a high conservation of the promoter sequences of SmPoMuc 

genes between the two strains. The molecular evolution of SmPoMuc promoters were uniform 

between all strains analysed, IC, C and NMRI. The sequence difference between the IC, C 

and NMRI strains within each group of SmPoMuc promoter was small, and the number of 

substitutions between the IC and C strains was equal or slightly higher than in the 

monomorphic single-copy gene SmFTZ-F1 and consistent with sequence differences at 14 

microsatellite loci. To assess whether substitutions between the two strains could have an 

effect on transcription, we searched for functional regions of the active promoters. None of 

the substitutions between the IC and C strains occurred in TATA signal or TSS regions. Other 

functional regions of the active promoter might be characterised by highly conserved 

sequences among groups of promoters. One to two substitutions between strains were 

observed at the exception of group 2 in otherwise conserved regions among SmPoMuc groups 

of promoters (fig. 3). The nucleotide differences between the two strains consisted of zero in 

group 2 to eight substitutions in group 3.1(r1-r2), resulting in net nucleotide substitutions per 

site similar or lower than the ones observed in presumably neutral SmPoMuc introns (Table 
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2). At the population level, our analysis of SmPoMuc group 1 promoters in the IC and C 

strains revealed very low allelic and nucleotide variability within strain and high allele 

frequency differences between the IC and C strains due to fixed substitutions. All individuals 

were homozygotes at SmPoMuc group 1 promoter, similarly to the genotypes at 14 

microsatellite loci, suggesting that S. mansoni strains present genome-wide homozygosity. 

Both strains are characterised by high significant inbreeding coefficient, resulting from high 

clonality in the two strains (Bech et al. 2010), that may have arisen because of the bottleneck 

due to the strain maintenance in laboratory conditions. Despite the lack of diversity within 

strains, alleles fixed in each strain for SmPoMuc group 1 promoter and nine microsatellites 

were different, resulting in high genetic differentiation between the two strains as estimated 

by FST. It contrasted with the promoter of the single-copy gene SmFTZ-F1 and six 

microsatellite loci, which displayed a unique sequence common to the two strains. Therefore, 

high inbreeding in each strain makes it difficult to estimate the level of variation between the 

two strains. However, nucleotide differences appeared small within and between strains and 

are unlikely to explain the level of cDNA variation observed within and between strains, in 

particular for SmPoMuc group 2 (Roger et al. 2008b).  

In summary, our analysis of the genetic information shows that (i) both strains are genetically 

monomorph, including the SmPoMuc promoter regions, (ii) both strains are different in terms 

of alleles, i.e. they do not share the same alleles, but (iii) these alleles are not very different in 

the number of base substitutions. In the view of our results, we argue that SmPoMuc gene and 

promoter sequences and their regulatory functions are conserved between the IC and C 

strains. The most parsimonious explanation of the observed differences in alleles would be the 

fixation of random neutral nucleotide changes through multiple bottlenecks. Thus, genetic 

differences between sequences within each group of SmPoMuc promoters were unlikely to 

solely dictate high variation in SmPoMuc and compatibility polymorphism phenotypes.  
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We therefore further investigated the epigenetic basis for such phenotypes. TSA treatment 

was used to study the impact of overall acetylation status of histones on miracidia larvae 

where SmPoMuc is expressed. This drug is known to be a specific histone desacetylase 

(HDAC) inhibitor and has been previously shown to influence phenotypic traits in S. mansoni 

(Cosseau et al. 2010). A dose dependant effect of TSA is observed for SmPoMuc expression 

(all groups taken together) in the IC strain whereas no effect is observed in the C strain. This 

result suggests that the acetylation status of histones in the promoter sequences is 

differentially regulated between the IC and C strain. At least, HDAC play a more prominent 

role in regulating the acetylation level in the IC strain that allowed us to pinpoint a TSA effect 

in this strain. More specifically, a TSA effect is reported on groups 1 and 2 of the IC strain 

whereas no effect is observed for group 3.1 (r1-r2) for which acetylation is the strongest. This 

also suggests that a differential regulation by HDAC exists in-between the SmPoMuc groups 

in the same strain. Further support for regulation on transcriptional level comes from a 

crossing experiment in which strain hybrids were produced. Western blots show that in the 

hybrids the C-specific and the IC-specific SmPoMucs are expressed. One could hypothesize 

that production of SmPoMuc variants is due to post-transcriptional strain-specific regulation. 

In this scenario all genes would be expressed, but the gene products would be processed in a 

strain-specific form. In the hybrids, in which the hypothetical post-transcriptional regulation 

pathway for both strains is now present, we should see a diminution of non-IC and the non-C 

SmPoMuc forms. This is not the case. In summary, all lines of evidence point towards a 

chromatin-based regulation of SmPoMuc expression. 

The chromatin configuration was further investigated by ChIP analysis using antibody that 

recognises heterochromatic and euchromatic marks. ChIP results clearly demonstrate that 

different epigenetic marks occur on the SmPoMuc promoter of group 1 and group 3.1 (r1-r2) 

between the IC and C strains likely resulting in a different chromatin configuration. On these 
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loci, chromatin is indeed more enriched in H3 acetylated on lysine 9 in the IC compared to the 

C strain and less enriched in the opposite mark H3 trimethylated on Lysine 9. Therefore, the 

local chromatin structures differ between the two strains for groups 1 and 3.1 (r1-r2) and are 

consistent with expression data as stronger acetylation correlates with enhanced expression.  

Most current models of adaptive evolution are based on the Wright-Fisher model that assumes 

that random changes in the genetic information lead to changes in fitness towards or away 

from a fitness maximum in the fitness landscape. It is, however, now established that the 

phenotype is not only product of genetic processes, but expression of an ensemble that is 

composed of genetic and epigenetic components. Others and we have proposed that this 

additional system allows for rapid adaptive evolution without necessarily changing the 

genotype initially. A theoretical framework for this model was provided by Pal and Miklos 

(1999), and more recently by Klironomos, Berg and Collins (personal communication). 

Essentially, these authors propose that higher rate of random changes in epigenetic marks 

compared to genetic mutations transmitted from one generation to the next in a population 

generates increased phenotypic variations that can be selected for if the environment changes. 

In the numerical model of Klironomos, the phenotypes encoded by the low-fidelity 

(epigenetic) inheritance system reach the fitness maximum first, while the high-fidelity 

(genetic) system remains neutral until it caches up. For such a behavior as the term mutational 

genetic assimilation of a phenotype was proposed (Jablonka and Raz 2009). We have shown 

that in S. mansoni the augmentation of epigenetic variation leads indeed to an increase in 

phenotypic variation (Cosseau et al. 2010) providing evidence for the first assumption in the 

above-mentioned model. Here we show that two isolates of S. mansoni with distinct 

phenotypic traits, in particular their compatibility with a reference host, show low nucleotide 

differences in both coding sequence and promoters of SmPoMuc but high epigenetic 

differences in the promotor regions. Both parasite populations are in a situation where the 
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fitness value of genetically encoded phenotypes has not changed significantly, but epigenetic 

variation have produced phenotypic variants that are adapted to different environments 

(compatible hosts). Our experimental result goes in line with the Pal-Klironomos model. Our 

proposed scenario is as follows: in the 15th-16th century the ancestor strain of contemporary 

strains IC and C migrated via the slave trade from Africa to the West Indian Islands and the 

South American continent, respectively (Morgan et al. 2005). There, they had to adapt to a 

new intermediate host. The initial bottleneck resulting from the migration of only a limited 

number of parasites and the expected strong selective pressure acting on both genetic and 

epigenetic variants of the key-molecules for compatibility with the new snail hosts, 

SmPoMucs, may have reduced significantly genetic and epigenetic variation in the newly 

formed laboratory IC and C strains compared to the ancestral strain. Now, it is likely that 

epigenetic variation retained from the ancestral strain and the higher rate of occurrence of 

epigenetic changes in subsequent generations rather than the strain genetic variation enabled 

the parasite to adapt rapidly to their host and new environment. A conundrum with the 

"epigenetic mutation system first" hypothesis is that epigenetic information concerns the 

transcriptional activity of a gene but not its coding potential, in other words, a gene can be 

switched on and off by the surrounding chromatin but the resulting protein cannot be changed. 

Loss of function of genes can easily be imagined through an epigenetic mechanism, but for 

gain of function a complex inhibitor-based mechanism would be necessary. The classical 

Ohno hypothesis of gene duplications as way to provide material for evolution (Ohno et al. 

1968) could deliver a solution. Rodin and Riggs have shown that duplicated genes have a 

tendency to be heterochromatic (Rodin et al. 2005). It is interesting to note that the SmPoMuc 

proteins essential for host compatibility are encoded by duplicated genes. Our analysis shows 

that the duplication events predate the IC/C separation and occurred in the strain’s common 

ancestor, i.e. gene duplication was not a result of divergence of the two strains. We postulate 
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that SmPoMuc duplicated genes provide an additional system for phenotypic variation. 

Duplicated genes are randomly modulated in their relative transcriptional activity through 

chromatin structure changes as evidenced by our results and those of Cosseau et al. (2010), 

resulting in new combinations of SmPoMuc genes expressed and subsequent increased 

phenotypic variation. If the parasite encounters new intermediate hosts, the probability for the 

phenotypes to match is increased, thus allowing for adaptive evolution. Similar epigenetic-

based variation generating systems, hence on a much smaller time-scale, are known from 

protozoan parasites such as P. falciparum or T. brucei (Verstrepen and Fink, 2009) but here to 

cope with the adaptive immune system of the final host. In contrast, the system described here 

for S. mansoni could be a general mode of evolution of metazoan. 

A question that remains open and that we have not addressed in the present work concerns the 

origin of chromatin structure differences. One might argue that small nucleotide differences 

are sufficient to provoke modulation of histone modification. Such leverage effect of SNPs 

cannot be excluded but has so far not been observed in heavily studied models such as human, 

Drosophila melanogaster and Arabidopsis thaliana. It could also be that strain-specific loci 

exist that regulates chromatin structure of the SmPoMuc genes in trans. Our work does not 

exclude these possibilities but simply shows that in a gene family that codes for an adaptive 

phenotypic trait, epigenetic changes are more important than genetic changes. This finding 

provides support for theoretical models of adaptive evolution in which epimutations occur 

more rapidly than mutations. 
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Table 1. Sequence variation between Schistosoma mansoni IC and C strains and between groups of SmPoMuc promoter sequences. 

Sequences 

Seq. 

length 

(Kb) 

N 

Nb 

polym. 

sites 

Nb 

mutat. 

Nb fixed 

diff. 

IC vs. C 

Da 

IC vs. C 

Da 

group 1 vs. 

Da 

group 2 vs. 

Da 

group 3.1 vs. 

Da 

group 

3.1(r1-r2) vs. 

SmPoMuc promoters 

Group 1 1.80 2 4 4 4 0.002 - 0.021 0.031 0.035 

Group 2 1.74 3 0 0 0 0.000  - 0.040 0.026 

Group 3.1 1.04 3 4 4 3 0.003   - 0.040 

Group 3.1(r1-r2) 2.00 2 8 8 8 0.004    - 

SmPoMuc introns 

Group 1 7.14 2 12 16 16 0.002 - 0.068 0.031  

Group 2 7.72 2 32 32 32 0.004  - 0.068  

Group 3.1 7.11 2 43 43 43 0.006   -  

SmFTZ-F1 promoter 

SmFTZ-F1 1.4 3 0 0 0 0.000     
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Seq. Length, sequence length; N, number of sequences; Nb polym. sites and Nb mutat., number of polymorphic sites and mutations, respectively; 

Nb fixed diff. IC vs. C, number of nucleotide differences between IC and C strains’ promoter sequences; Da IC vs. C, number of net nucleotide 

substitutions per site between IC and C strains’ promoter sequences; Da group X vs., number of net nucleotide substitutions per site between 

groups of promoter sequences. 
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Table 2. Sequence diversity of the promoter of SmPoMuc group 1 genes for Schistosoma mansoni IC and C strains. 

 N A S Gen. Div. ± SD Nuc. Div. ± SD Tajima’s D P 

IC 20 1 0 0.00 ± 0.00 0.000 ± 0.000 0.000 1.000 

C 18 3 2 0.22 ± 0.12 0.000 ± 0.000 -1.508 0.048 

N, number of S. mansoni samples; A, number of alleles; S, number of substitutions; Gen. Div. ± SD and Nuc. div. ± SD, expected unbiased gene 

diversities and nucleotide diversities, respectively. Tajima’s D, P, Tajima’s D and test of significance of D, respectively. 

Sequence length: 1.4kb. 

 

 

Table 3. Genetic differentiation between Schistosoma mansoni IC and C strains estimated by !ST and !, and inbreeding coefficients f within 

strains.  

 !ST / RST !  f in IC f in C 

SmPoMuc promoter group 1 0.974S 0.898S N/A 1.00S 

Microsatellites six loci N/A (one allele) 

eight loci 1.000S 

six loci N/A (one allele) 

eight loci 1.000S 

fourteen loci N/A 

 

N/A 

S: significant departure from 0 at P = 0.05. 
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List of figures: 

 

Figure 1: SmPoMuc expression of each group in C and IC strains 

 

 

 

Figure 2: Expression of EGFP under control of the SmPoMuc group 3.1(r1-r2) promoter in 

HeLa cells 
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Figure 3: Promoters of SmPoMuc group 1, 2, 3.1 and 3.1(r1-r2), paralogous and orthologous 

relationships among groups between Schistosoma mansoni IC and C strains. 

 



Chapitre 7 – Annexe 5 –  
!

!
!

275 

 

Figure 4: Immunoprecipitation of miracidia chromatin: Comparison of the chromatin state of 

each group between C and IC strains.  
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Legends: 

 

Figure 1: mRNA were extracted from miracidia pool from the IC and C strain and qPCR were 

performed with primers targeting SmPoMuc group 1, group 2, group 3.1 (r1-r2). Results 

represents the mean value of 3 biological repeats, * indicates a p value below 0.05. 

 

Figure 2: Hela cells were transiently transfected with (A) promoterless pEGFP1 vector 

backbone, (B) pCMV-EGFP or (C) pSmPoMuc-EGFP. Cell nuclei were labelled with DAPI. 

Visualization of the fluorescence separately (right panel) or overlaid (left panel) is presented. 

Magnification is x400.  

 

Figure 3:  

(A.) Bayesian analysis of phylogenetic relationship among SmPoMuc promoter sequences 

with scores as posterior probability values above 70 indicated an associated nodes. (B.) 

Schematic diagram of aligned SmPoMuc promoter sequences corresponding to sequences in 

panel A. Numbers show the nucleotide position in relation to the transcriptional start site in 

the alignment. We annotated the sequences by colour-coding blocks of less than 95% identity: 

Group 1 (red), Group 2 (blue), Group 3.1 (purple) and Group 3.1(r1-r2) (yellow). The 5’UTR 

were characterised and are represented in orange. TATA signals, here in green, and 

Transcription Starting Sites (+1 TSS) were predicted using Neural Network Promoter 

Prediction Tool. Deletions are represented by black lines. A recombination event was detected 

from Group 2 to Group 1 promoter sequences (in blue in Group 1 sequences). One duplication 

event resulted in an insertion in Group 3.1(r1-r2) (in greys). Traces of a retrotransposon 

insertion (DIVER2 – LTR) is present in Group 2 (in burgundy). (C.) Black blocks are the 

conserved regions among groups of SmPoMuc promoters, ignoring the variation within 
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groups of promoters (nucleotide positions as above).  (D.) Number of substitutions per site 

among promoter sequences between strains within SmPoMuc groups (S on Y-axis, colour-

codes described above), along the sequence alignment (nucleotide positions on X-axis as 

above). * are the substitutions between the two strains positioned within region conserved 

among groups of promoters. The number of substitutions among SmPoMuc promoters 

between the two strains varied from 0 in Group 2 to 8 in Group 3.1(r1-r2). No substitution 

was observed in TATA signals and TSS sites between the two strains. The sequences have 

GenBank accession number JQ615951 to JQ615965 (See supplementary file 1 for details). 

 

Figure 4: ChIP experiments were performed on chromatin isolated from miracidia from both 

the IC (grey bars) and C strain (black bars) with antibodies against H3 acetylated on lysine 9 

and H3 tri-methylated on lysine 9. Immunoprecipitated chromatin was analysed by qPCR 

using primers that hybridize with specific sequences of SmPoMuc group 3.1(r1-r2) (panel A), 

group 1 (panel B) and group 3.1 (panel C). Results represent the percentage input recovery 

(%IR) normalised with %IR of a reference gene (!Tub). Results are the average of 3 

biological samples. * indicates a p value < 0,05 of a student ttest. 
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                        Résumé 
 

La bilharziose est une maladie parasitaire 

humaine qui se trouve au second rang mondial, 

après la malaria, en termes de morbidité et de 

mortalité. Plus de 200 millions de personnes sont 

infestées dans 74 pays et plus de 200 000 

personnes décèdent par an (Chitsulo et al. 2004; 

Gryseels et al. 2006). Schistosoma mansoni, ici 

étudié, est responsable de la bilharziose intestinale. 

Ce parasite possède un cycle de vie complexe, passant 

obligatoirement à travers deux hôtes : un hôte intermédiaire 

mollusque d’eau douce et un hôte définitif humain ou murin. 

Mes travaux de thèse concernent l’influence de 

l’environnement sur l’épigénome de Schistosoma mansoni. 

L’information épigénétique est une source supplémentaire 

pour la création de variants phénotypiques. Nous proposons 

que certains de ces variants puissent être hérités et 

sélectionnés, et ainsi conférer un avantage au parasite.  

Pour investir cette hypothèse nous avons décidé de 

modifier l’environnement du parasite de façon biotique et 

abiotique, lorsqu’il se développe au sein de l’hôte définitif ou 

lorsqu’il est au contact de l’hôte intermédiaire. En effet, 

Schistosoma mansoni est un endoparasite donc chaque hôte, 

dans lequel il va se maintenir, représente son environnement 

direct. Pour cela nous avons utilisé une drogue anti-helminthe 

et un hôte intermédiaire allopatrique.  

La réponse du parasite aux différents changements 

d’environnements a été analysée de la population (traits 

d’histoire de vie) à la molécule (génome, épigénome, 

transcriptome). Les nouvelles techniques de biologie 

moléculaire et de séquençage massif nous ont permis de 

réaliser des études globales.  

 

Lors de ces travaux de thèse, les différentes évolutions expérimentales ont mené à deux énigmes : (1) 

« Adaptation rapide de Schistosoma mansoni à une drogue anti-helminthes » et (2) « Adaptation rapide de 

Schistosoma mansoni à l’Amérique du Sud ». Les résultats obtenus pour cette dernière ont amené une 

troisième énigme : (3) « Différenciation sexuelle en l’absence de gène W-spécifique dans un système ZW ».!


