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“Biology is the study of complicated things that have the appearance of 
having been designed with a purpose.” 

Richard Dawkins 
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J’ai commencé mes études en biologie, au CEGEP Ahuntsic, à Montréal, à la fin du 

XXème siècle (aïe, les années tournent…), au sein d’une formation technique en 

biotechnologie. À cette époque, les choses étaient simples. Un gène, une protéine, une 

fonction. Tout ce qui n’était pas apparenté de près ou de loin à un gène était de l’ADN 

poubelle, sans véritable fonction. Quelques études avaient attribué par-ci par-là certains 

rôles à des séquences non géniques, mais on m’enseigna avec conviction qu’il s’agissait 

des rares exceptions confirmant la règle. L’évolution? Une histoire de mutations aléatoires 

suivie par la sélection des individus auxquels les mutations offraient de meilleurs atouts. 

J’étais bien conscient qu’il existait quelques subtilités additionnelles, mais dans l’ensemble, 

ça se résumait à ça. Il restait encore quelques mystères à éclaircir, mais le gros du terrain 

était débroussaillé, et la vue d’ensemble assez claire. 

J’ai par la suite travaillé comme technicien dans un centre de génétique humaine, de 

2002 à 2009 (avec une parenthèse d’un an en Thaïlande sur la génétique du riz). La 

publication du génome humain (avec beaucoup moins de gènes qu’initialement pensé) et 

les premières importances fonctionnelles que prenaient certains éléments de « junk DNA » 

ont complexifié quelque peu ma perception de la génétique, mais jamais sans 

véritablement remettre en cause ses fondements et son rôle central dans l’évolution. 

En 2009, alors que j’avais une vie tout à fait agréable, j’ai eu l’idée un peu étrange 

de retourner à l’université à temps plein. Cela faisait quelques temps que je faisais des 

ateliers scientifiques avec des lycées, et l’idée de me reconvertir en enseignant de biologie 

me tentait bien. J’avais commencé une licence en biochimie à temps partiel en 2004, et j’ai 

eu l’idée de la terminer à l’Université de Perpignan (pour des considérations à la base 

purement financières). Finalement, j’ai aimé ça, je me suis lancé dans un Master et j’ai laissé 

tomber l’idée d’être professeur au lycée (maître des conférences à l’université offrant la 

possibilité de partager une bière avec mes futurs étudiants). C’est à ce moment-là que j’ai 

eu mon premier vrai contact avec l’épigénétique, une discipline dont l’enseignement récent 

paraissait en vogue. S’il me semblait clair qu’elle jouait un rôle dans l’acclimatation d’un 

individu à son environnement, je restais sceptique quant à son implication dans l’hérédité et 

l’évolution. Il me semblait un peu inconcevable que deux cents ans de travaux scientifiques 

aient pu rater quelque chose qui paraissait avoir des répercussions importantes en terme 

d’évolution adaptative.  
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À la fin de mon second stage au laboratoire IHPE, mes encadrants ont mentionné la 

possibilité de faire un doctorat. Le sujet proposé se basait sur des expériences précédentes 

mettant en avant une héritabilité de certains caractères acquis pour essayer d’en 

déterminer les causes moléculaires (présumées d’origine épigénétique). Je n’ai rien dit à 

mes encadrants à ce moment-là pour ne pas leur faire de peine (ils avaient l’air de tellement 

croire en cette épigénétique!), mais cette pseudo-héritabilité douteuse de certains traits 

était forcément dans l’ombre de variations génétiques qui n’avaient pas été identifiées. 

Peut-être même simplement des artéfacts expérimentaux. 

Essayant tout de même de ne pas être trop critique, j’ai à l’époque épluché la 

littérature scientifique avec pour objectif de recenser (non exhaustivement, mais de 

manière la plus complète possible) des études mettant en évidence une héritabilité de 

caractères adaptatifs chez des organismes pour lesquels génomes et épigénomes auraient 

été analysés en parallèle. Il y a 6 ans, je ne me rappelle pas avoir trouvé un article de la 

sorte (à part peut-être chez les végétaux), mais j’ai quand même lu quelques papiers dont 

les résultats et conclusions m’ont intrigués, et donnés la curiosité de continuer à chercher 

un peu plus loin. Dans cette optique, j’ai essayé de reconstruire le cheminement du 

raisonnement scientifique qui avait mené à toutes les certitudes que l’on m’avait inculqué 

par rapport à l’évolution et l’hérédité, et qui me semblaient difficile à mettre en cause. Mes 

études auront été marquées par un manque critique de cours d’épistémologie.  

Je n’ai pas retourné ma veste du jour au lendemain, et je n’ai pas non plus rejeté les 

fondements que j’avais de la pensée évolutionniste, mais il m’a semblé que des aspects de 

ces dogmes avaient été construits sur des raisons plus historiques et contextuelles que 

purement scientifiques. Finalement, se pourrait-il qu’il existe des subtilités ignorées ou 

rejetées parce qu’elles ne rentraient pas dans le moule établi? C’est cet aspect historique 

(en particulier August Weismann et ses souris, dont je parlerai plus tard) qui m’a convaincu 

de remettre quelque peu mes connaissances en causes et de me lancer dans une thèse. 

C’est pour cela que j’ai essayé lui faire une place de choix à l’histoire des sciences dans ce 

manuscrit. Ma thèse s’achève, et j’ignore si je suis devenu un bon scientifique, mais je 

pense avoir appris à douter et à garder l’esprit ouvert, et juste pour cela, le jeu en valait la 

chandelle. Je comprends mieux ce que voulait dire Theodosius Dobjansky par « Rien en 

biologie n’a de sens, si ce n’est à la lumière de l’évolution ». Bonne lecture! 
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I.1. Évolution, adaptation et héritabilité 

I.1.1. L’adaptation 

L’environnement joue un rôle central dans les dynamiques évolutives. Ce dernier 

exerce des pressions, abiotiques (température, conditions physico-chimiques) et biotiques 

(influence d’autres organismes vivants partageant le même environnement) sur les individus 

et espèces qui le peuplent. Pour être en mesure de s’installer et proliférer dans un 

environnement, un organisme donné doit y être adapté. On peut définir une adaptation, 

comme un caractère ayant un rôle fonctionnel au sein d’un trait d’histoire de vie et qui 

accroît le succès reproducteur (i.e. sa fitness) des individus qui le possèdent. L’adaptation 

peut aussi faire référence aux processus par lesquels les individus d’une population tirent 

un meilleur profit d’une composante de leur environnement via la modification d’un de leur 

caractère (ayant un impact sur la survie ou la reproduction) (Futuyma 2013). Theodosius 

Dobzhansky définit trois niveaux: (I) l’adaptation, un processus évolutif par lequel un 

organisme devient plus performant à vivre dans son ou ses habitats; (II) l’adaptabilité, le 

degré selon lequel un organisme est capable de vivre et se reproduire dans un habitat 

donné; (III) un trait adaptatif, un aspect du profil développemental d’organisme qui permet 

ou améliore la probabilité de survie et de reproduction de cet organisme (Dobzhansky & 

Dobzhansky 1970). L’adaptation est un des deux processus, avec la spéciation causée par 

un isolement géographique, qui permet d’expliquer la diversité biologique des organismes 

(Mayr 1982). 

 

I.1.2. Plasticité phénotypique et norme de réaction 

Une adaptation n’est pas forcément reliée à un unique phénotype. L’environnement 

pouvant être fluctuant durant la durée de vie d’une espèce, un individu en mesure de 

répondre efficacement à plusieurs conditions sera favorisé et aura une fitness accrue. 

(Figure 1). Whitman & Agrawal (2009) la définisse comme la capacité d’un organisme à 

exhiber différents variants phénotypiques à partir d’un seul génotype, en réponse aux 

fluctuations environnementales. Elle est considérée comme une adaptation évolutive si elle 

permet de répondre à des fluctuations plus ou moins prévisibles de l’environnement (ex : 

changement de saisons) et peut être soumise à la sélection naturelle (DeJong et al. 2001). 
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Figure 1 : Exemples de plasticité phénotypiques chez différents organismes. (A) Daphnia cucullata en 
condition normale (gauche) et en présence d’un prédateur (droite). (B) Formes saisonnières du papillon Precis 
octavia (saison humide en haut, saison sèche en bas). (C) Formes omnivore et carnivore du têtard de Spea 
multiplicata. (D) Formes à courte et longue corne du coléoptère Onthophagus nigriventris. (E) Feuilles 
aériennes et aquatiques de Anunculus aquatilis. Figure tirée de Pfennig et al. (2010) . 

 

La plasticité phénotypique est au centre du phénomène d’acclimatation (ajustement 

d’un d’individu à des variations environnementales graduelles). On considère qu’elle a en 

général une importance plus grande chez les organismes sessiles, n’ayant pas l’opportunité 

de se déplacer pour échapper à des conditions défavorables (Whitman & Agrawal 2009). Il 

existe différents types de plasticité phénotypique; certaines sont réversibles (ex : bronzage 

chez l’être humain) ou irréversible (effet de la diète sur le phénotype de certains insectes, 

ou déterminisme sexuel de certains reptiles en fonction de la température d’incubation des 

œufs) (Whitman & Agrawal 2009). On utilise généralement la norme de réaction qui décrit 

le profil d’apparition d’un phénotype en fonction du génotype de l’individu et des 

conditions environnementales (Figure 2). C’est la fonction qui relie les environnements 

auxquels un génotype particulier peut être confronté et les phénotypes qui peuvent être 

produits par ce génotype. Ainsi, chaque individu au sein d’une population possède sa propre 

norme de réaction pour un caractère donné (Sarkar 1999). 
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Figure 2 : Illustration d’un exemple de norme de réaction pour un caractère monogénique. En fonction du 
génotype et de la condition environnementale, le caractère prend une forme différente. 

 

I.1.3. L’évolution adaptative, un concept changeant dans l’histoire 

Les origines biologiques et évolutives de l’adaptation et la plasticité phénotypique 

ont été historiquement très débattues, et certaines théories restent encore controversées 

de nos jours. Dans le cadre de l’adaptation par exemple, deux grandes écoles de pensées 

se sont confrontées au cours des trois derniers siècles. La première, issue des théories de 

Jean-Baptiste de Lamarck, la décrit comme un processus continuel par lequel un organisme 

modifie ses caractères en réponse à l’environnement, et transmet ses caractères modifiés à 

la descendance (de Lamarck 1815). Cette vision laisse entrevoir une sorte de plasticité 

phénotypique, puisque les changements sont induits par la pression environnementale, 

mais avec la différence qu’ils ne sont a priori pas réversibles et directement transmis à la 

progéniture. Cette idée sera considérée obsolète avec l’avènement de la théorie 

synthétique de l’évolution, pour laquelle les traits adaptatifs apparaissent par mutations 

aléatoires, sont maintenus et évoluent par la pression de la sélection naturelle (Huxley 

1943). Un bref récapitulatif de l’histoire de la pensée évolutive permet d’en comprendre les 

principales notions ainsi que le rôle clef de certaines expériences dans la vision actuelle. 

 

I.1.3.1. Antiquité et théories philosophiques précoces 

Les premières traces d’un questionnement sur l’origine de la vie apparaissent chez 

les philosophes grecs de l’Antiquité. Un des plus précoce, Anaximandre de Millet (610 av. 

J.-C. – 546 av. J.-C.) propose une origine aquatique des animaux. Il suppose l’existence 

Décès Décès 



Chapitre I : Introduction générale 

 
10 

d’une période durant laquelle la Terre fut recouverte par les océans, et que les premiers 

animaux terrestres seraient apparus lors de l’assèchement de grands territoires. Il suggère 

que l’être humain est le produit de la descendance d’une autre espèce, argumentant que 

l’espèce humaine nécessite une trop longue période de soin à l’enfance (comparativement 

aux autres animaux) (Kirk et al. 1983). Sa vision était particulièrement en avance sur son 

époque, mais ne sera que peu diffusée. Presque un siècle plus tard, Empédocle (490 av. J.-

C. – 430 av. J.-C.) affirme que les organismes vivants actuels sont des combinaisons 

d’organismes ancestraux aux caractères plus simples (Kirk et al. 1983). Ces premières 

notions d’évolution ne seront pas reprises par des philosophes plus influents, tels que 

Platon (428 av. J.-C. – 348 av. J.-C.) et Aristote (384 av. J.-C. – 322 av. J.-C.), dont la 

doctrine essentialiste place l’origine des êtres vivants comme étant d’essence divine. Ils 

sont conçus avec une fonction et un rôle préétabli, et immuable (Mayr 1982). On doit à 

Aristote la scala naturæ, « l’échelle de la vie » (Figure 3 A), une première tentative de 

classification des êtres vivants en fonction de leur apparente complexité phénotypique 

(Singer 1931). Cette vision était très lourdement biaisée par l’idée qu’une plus grande 

complexité de caractères signifiait une plus grande proximité avec le divin. Cette 

représentation erronée est cependant restée d’actualité. Elle fait aujourd’hui figure d’une 

image d’Épinal de la culture populaire, illustrant (à tort) les théories d’évolutions 

darwinienne (Figure 3 B et 3 C). La « marche du progrès » illustrée par Francis Clark Howell 

(1925-2007), en est sa version la plus célèbre (Figure 3 B et 3C). Une perception différente 

émerge d’Épicure (341 av. J.-C. – 270 av. J.-C.), qui présuppose une origine spontanée à 

l’apparition des êtres vivants; la plupart de ces organismes arrivant ensuite à survivre et à 

se reproduire (Mayr 1982). Cette notion n’inclut pas d’évolution, mais anticipe une sorte de 

sélection naturelle. Quelques siècles plus tard, Augustin d’Hippone (354-430) est le dernier 

philosophe antique à renouer explicitement avec l’idée d’évolution. Il n’accepte que 

partiellement la vision théologique de création divine prévalant à l’époque, et émet 

l’hypothèse que les êtres vivants sont conçus avec un certain degré de potentialité, et qu’ils 

peuvent se transformer progressivement avec le temps (Taylor 1982).  

Il est important de noter que toutes ces théories précoces sont cantonnées au 

domaine de la philosophie, car aucun raisonnement ou expérimentation scientifique n’a été 

la stricte base de leurs constructions.  
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Figure 3 : Représentation de la scala naturæ (A) selon la description d’Aristote. Figure tirée de Singer (1931) 
(B) Capture d’écran des résultats images de Google.fr avec le mot clef « Évolution », le 1er octobre 2015. On 
remarque que les 20 premiers résultats sont des variations contemporaines de la scala naturæ (ici 
majoritairement sous la forme de la marche du progrès de Francis Clark Howell). (C) Timbres commémoratifs 
des travaux de Charles Darwin émis par plusieurs pays (Micronésie, Bosnie-Herzégovine, Italie, Grèce, États-
Unis et Royaume-Uni). À deux exceptions près (Bosnie-Herzégovie et Etats-Unis), ils ont été émis à l’occasion 
du bicentenaire de la naissance de Darwin (2009). Ils sont tous associés, à tort, à la scala naturae (une fois 
encore sous la forme de la marche du progrès de Francis Clark Howell). Ces exemples montrent que cette 
conception est toujours présente dans la culture populaire et injustement associée au concept d’évolution, en 
particulier au raisonnement darwinien. 
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I.1.3.2. Moyen-âge, une vision théologique 

La période médiévale correspond à un retour en occident de l’œuvre des 

philosophes antiques, dont une partie des théories et conceptions sera incorporée dans le 

corpus religieux. La scala naturæ d’Aristote y connaît un retour en force et se retrouve 

consolidée par une version christianisée dans laquelle toutes les êtres vivants ont des 

positions uniques se succédant (il ne manque aucun maillon) dans l’échelle de la vie. L’être 

humain se trouve bien entendu à l’extrémité, juste avant le divin (Lovejoy & Stanlis 2011). À 

l’image de la perception antique, l’organisation des maillons de la chaine se fait en fonction 

de la complexité apparente des organismes (qui n’est nullement un reflet de la véritable 

complexité biologique). Les espèces ont été créées telles quelles et ne changent pas. 

Thomas d’Aquin (1225-1274) fait preuve d’une plus grande ouverture théologique et 

poursuit des réflexions similaires à Augustin d’Hippone, à savoir qu’il est envisageable que 

la vie puisse évoluer au travers de mécanismes naturels (Carroll 2000).  

Si cette époque n’est pas propice aux développements de la pensée évolutionniste 

en Europe, au Moyen-Orient, quelques penseurs travailleront sur cette thématique. Al-Jāhiz 

(776-868) décrit des mécanismes d’interactions entre espèces similaires aux bases de la 

sélection naturelle (Zirkle 1941). Nasīr al-Dīn Tūsī (1201-1274) évoque une origine simiesque à 

l’espèce humaine, qui serait apparue par des processus de perfectionnement de caractères 

innés sous l’influence de l’environnement. Il propose que les organismes pouvant acquérir 

plus facilement de nouveaux caractères soient favorisés (Zirkle 1941). 

 

I.2.3.3. XVII et XVIIIème siècles, essor de la taxonomie 

La Renaissance se caractérise par l’apparition formelle du terme « évolution » dans la 

langue anglaise, qui dérive du latin evolutio et signifiant « action de dérouler ». Le mot fait 

alors initialement référence aux processus de développement embryonnaire et sera utilisé 

en relation à la progression biologique des espèces par Charles Bonnet (1720-1793) en 1762 

(Goodrum 2002). La plupart des théories sur les origines de la vie au XVIIème siècle restent 

imprégnées du rôle de l’intervention divine et l’évolution y est définie comme un processus 

non pas biologique, mais spirituel (Schelling 1993). John Ray (1627-1705) est le premier à 

donner une définition biologique d’espèce, ancrée dans une conception fixiste de la vie, 

selon laquelle il n’y a ni dérive, ni changement des espèces avec le temps (Wilkins 2006).  
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Cette vision immuable des organismes vivants sera partagée par de nombreux 

naturalistes de la période des Lumières. Carl von Linné (1707-1778) instaure le premier 

système moderne de taxonomie, dans l’objectif de mieux comprendre la hiérarchie divine 

des espèces (toujours en référence à la scala naturæ). Il n’établira cependant pas de liens 

phylogéniques entre les espèces, bien qu’il les regroupera en catégories par similarité de 

caractères (Reece 2011). Allant légèrement à l’encontre des tendances de son époque, 

Georges-Louis Leclerc, comte de Buffon (1707-1788) suggère que les espèces d’un même 

genre ne soit en réalité que des variétés (ce que l’on pourrait aujourd’hui assimiler à des 

souches), dont les caractères ont été influencés par des facteurs environnementaux, et 

dont l’apparition serait le fait d’un phénomène de génération spontanée à partir d’un 

ancêtre commun, et non pas de changements progressifs (Bowler 2003). 

 

I.1.3.4. Lamarck, première théorie scientifique 

Dans son ouvrage « Philosophie Zoologique » (de Lamarck 1809) Jean-Baptiste de 

Lamarck (1744-1829) présente la première théorie de l’évolution basée sur un raisonnement 

scientifique valable : le transformisme. Il propose que les caractères physiologiques acquis 

durant la vie d’un organisme, en réponse à son environnement, puissent être transmis à sa 

descendance. L’image d’Épinal de cet ouvrage est celle de l’animal au cou court et qui, de 

générations en générations, l’étire progressivement pour atteindre les feuilles en hauteur 

d’un arbre et donner ultimement naissance une nouvelle espèce (ici, la girafe en 

l’occurrence). Lamarck affine sa théorie en y exposant quatre lois dans « Histoire Naturelle 

des Animaux Sans Vertèbres, vol I » (de Lamarck 1815). Partisan de la génération 

spontanée, Lamarck voit l’évolution comme une complexification progressive du vivant, 

partant de l’organisme simple primordial vers ceux « plus évolués » par l’ajout successif de 

caractères acquis au fil des générations (Première loi : La vie, par ses propres forces, tend 

continuellement à accroître le volume de tout corps qui la possède, et à étendre les 

dimensions de ses parties, jusqu’à un terme qu’elle amène elle-même). L’environnement 

est le principal moteur évolutif, en générant des besoins auxquels l’individu répond par des 

adaptations sous forme de nouveaux caractères physiologiques (Deuxième loi : La 

production d’un nouvel organe dans un corps animal, résulte d’un nouveau besoin survenu 

qui continue de se faire sentir, et d’un nouveau mouvement que ce besoin fait naître et 

entretient). C’est l’utilisation ou la non-utilisation (use and disuse) des caractères qui dicte la 
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pérennité de ces adaptations (Troisième loi: Le développement des organes et leur force 

d’action sont constamment en raison de l’emploi de ces organes). Celles-ci qui, si elles sont 

maintenues, seront transmises à la descendance (Quatrième loi : Tout ce qui a été acquis, 

tracé ou changé, dans l’organisation des individus, pendant le cours de leur vie, est 

conservé par la génération, et transmis aux nouveaux individus qui proviennent de ceux 

qui ont éprouvé ces changements).  

 

I.1.3.5. Darwin et la sélection naturelle 

En 1859 dans « On the Origins of Species » (Darwin 1859), Charles Darwin (1809-

1882) propose une vision de l’évolution différente, qui s’ancre autour de la sélection 

naturelle. Selon ce principe, les individus au sein d’une population ne sont pas identiques, 

mais présentent des variations plus ou moins importantes de leurs caractères 

phénotypiques. L’origine des variants sera un sujet longuement débattu à l’époque, mais 

Darwin pense qu’ils sont causés par l’environnement. Lorsque les individus sont soumis aux 

pressions de leur environnement, ceux avec des variations favorables, leur prodiguant une 

plus grande adaptation, auront une meilleure fitness (c’est à dire un succès reproducteur 

accru) et ces caractères favorables seront hérités par la descendance. A contrario, les 

individus présentant des caractères défavorables seront soit éliminés, soit auront une 

descendance réduite. Ce phénomène de sélection naturelle mène à l’augmentation et la 

disparition progressive des caractères favorables et défavorables, respectivement. Il 

évoque une seconde théorie, en lien avec la première, celle de la sélection sexuelle. Il 

s’agit d’un mécanisme selon lequel certains individus au sein d’une population auront une 

plus grande descendance que d’autres, de part leur meilleure capacité à acquérir des 

partenaires reproducteurs. Elle n’est pas associée à une lutte pour la survie de l’individu, 

mais à une compétition pour l’obtention du partenaire sexuel. Ce dernier est souvent 

sélectionné sur la base de caractères morphologiques ou comportementaux qui 

n’apportent pas forcément un avantage au niveau de la survie. Une fois de plus, ces 

caractères sexuels ne sont pas le fruit d’une adaptation de l’individu, mais bien d’une 

sélection au sein d’une diversité, présumée aléatoire, entre les individus d’une population. 

Cette théorie sera fortement détaillée dans son second ouvrage centré sur l’évolution, 

« The Descent of Man, and Selection in Relation to Sex » (Darwin 1872). 
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I.1.3.6. Les expériences de Weismann et la chute du transformisme 

Une des grandes interrogations de l’époque, soulevée par les travaux de l’évolution, 

était d’identifier les mécanismes impliqués dans l’hérédité. C’est un aspect qui n’est peu ou 

pas développé par Lamarck, alors que Darwin proposera une explication dans son modèle 

de la pangénèse (Bowler 2003). Selon lui, des particules microscopiques nommées 

gemmules sont les porteurs des caractères héritables. On les retrouve dans tout 

l’organisme et elles auront tendance à s’accumuler dans les organes reproducteurs (Darwin 

1892). Cette théorie a été largement critiquée, en particulier pour son aspect Lamarckiste, 

car Darwin n’excluait pas la possibilité que les caractères acquis durant l’existence des 

parents puissent être transmis à leur descendance de cette manière. Il est d’ailleurs 

intéressant de noter que, bien que les visions de l’évolution de Darwin et Lamarck aient été 

assez divergentes, Darwin n’a jamais totalement réfuté le transformisme. Il envisageait qu’il 

pouvait s’agir d’un mécanisme évolutif mineur, complémentaire à la sélection naturelle et 

sexuelle (Darwin 1892). La question reste toutefois très débattue dans la communauté 

scientifique. Francis Galton (1822-1911), cousin de Charles Darwin, effectue plusieurs 

expériences de transfusions sanguines entre des lapins de souches différentes. Il n’observe 

aucun impact sur la descendance, ce qui le mène à rejeter l’hypothèse de la pangénèse 

(Bowler 2003). Darwin conteste ces conclusions en expliquant qu’il n’a jamais écrit que les 

gemmules devaient transiter par le sang ou un fluide corporel (Darwin 1871).  

La question de l’héritabilité des caractères acquis reste débattue, et les travaux 

d’August Weismann (1834-1914) porteront un rude coup au transformisme. Cherchant à 

trancher une fois pour toute, il réalise une de ses plus célèbres expériences durant laquelle 

il coupe la queue de 68 souris sur 5 générations. Il n’observe aucune modification 

apparente des queues sur la progéniture : elles n’étaient ni absentes, ni raccourcies. Avec 

un regard contemporain, on pourrait simplement affirmer que la mutilation des queues de 

souris n’est pas un trait héritable (et certainement pas un phénotype adaptatif). À l’époque 

ces résultats menèrent à énoncer la théorie de la barrière de Weismann (Germ Plasm 

Barrier Theory) qui stipule que  (I) les cellules germinales produisent des cellules 

somatiques et d’autres cellules germinales (II) les cellules germinales ne sont absolument 

pas affectées par ce que les cellules somatiques pourraient acquérir et expérimenter durant 

leur existence (Weismann et al. 1891). Ce concept sera par la suite une des pierres 

angulaires des théories de l’évolution à venir.  
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I.1.3.7. Émergence de la génétique 

Dans les mêmes années, Gregor Mendel (1822-1884) effectue ses expériences sur 

l’héritabilité de différents traits phénotypiques chez les petits pois. Il introduit les concepts 

de caractères récessifs et dominants (Mendel 1866). Ses travaux sur l’hérédité ne 

marqueront pas ses contemporains, mais seront redécouvert par Hugo De Vries (1848-1935, 

à qui on doit le terme « mutation ») et Carl Correns (1864-1933) au début du XXème siècle 

(Bowler 2003). Fin 1890 – début 1900, le botaniste Danois Wilhelm Johannsen (1857-1927) 

observe dans des lignées pures de pois (i.e. sans variabilité, et probablement homozygotes, 

sur les traits observés) que la taille des cosses de pois suit une distribution normale 

(Johannsen 1903). C’est un des premier exemple de plasticité phénotypique, qui le mène à 

proposer les notions de « génotype » et « phénotype » (Johannsen & Selskab 1903; 

Johannsen 1905). Il est aussi crédité de la première définition du gène : « le terme gène est 

dénué de toute hypothèse; il exprime seulement l’évidence que plusieurs caractéristiques 

de l’organisme sont spécifiées dans les cellules germinales par des conditions spéciales, 

fondations, et déterminants qui sont présents de manières uniques, séparées et donc 

indépendantes – en bref, précisément ce que nous souhaitons appeler gènes » 

(Johannsen 1909). Ces avancées seront marquées par le conflit entre les partisans des 

théories Mendéliennes dont la figure de proue est William Bateson (1861-1926), à qui ont 

doit l’appellation « génétique », et le courant « biostatisticien » dont les hérauts sont Karl 

Pearson (1857-1936) et Walter Frank Raphael Weldon (1860-1906). Ces derniers basent leurs 

travaux sur la mesure quantitative de la variation de traits phénotypiques au sein de 

populations et affirment que le modèle de la génétique mendélienne est insuffisant pour 

expliquer toute la diversité observée dans les caractères (Bowler 2003).  

Une avancée substantielle est l’œuvre de Thomas Hunt Morgan (1866-1945) qui, 

grâce à ses expériences de croisements chez Drosophila melanogaster, identifie les 

chromosomes comme étant les porteurs de l’information héritable (Morgan 1915). En 

parallèle, les travaux de Ronald Fisher (1890-1962) posent les bases de la génétique des 

populations et font le lien entre les courants mendélien et biostatisticien. Il met en évidence 

le fait que la variation des caractères s’explique par l’interaction de plusieurs gènes. 

L’environnement impose une pression de sélection sur certains caractères, menant à 

changer la fréquence d’apparition de ces gènes dans une population (fréquence allélique) 

(Fisher 1930). Hermann Joseph Muller (1890-1967) conclura que les mutations pouvant être 
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à l’origine des variations de caractères surviennent aléatoirement, et ne sont pas ciblées. 

D’autres scientifiques, tels que Theodosius Dobzhansky (1900-1975) et Edmund Brisco 

« Henry » Ford (1901-1988) contribueront à la progression de la discipline en montrant que la 

diversité génétique au sein des populations naturelles est plus élevée que ce qui était 

préconçu, et que l’impact de l’environnement joue un rôle de premier plan dans le maintien 

de cette diversité (Bowler 2003). À la même période Richard Woltereck (1877-1944) introduit 

l’idée de norme de réaction pour expliquer la diversité des phénotypes produits par un seul 

génotype, en fonction des changements de l’environnement.  

 

I.1.3.8. Théorie synthétique de l’évolution  

Ces avancées sonnent le glas des dernières écoles de pensée Lamarckistes. Leurs 

fondements sont insolubles dans les mécanismes de plus en plus tangibles de la génétique 

(Bowler 2003). La seule exception notable à cette tendance se situe en ex-Union 

Soviétique. Entre la fin des années 1920 et 1960, un agronome du nom de Trofim Lysenko 

(1898 – 1976) rejette complètement la génétique et l’héritabilité mendélienne. Il soutient 

que les traits héritables sont le résultat de la concentration de facteurs environnementaux 

divers, assimilés par les organismes au fil des générations précédentes. Il se sert de cette 

théorie pour promouvoir une technique de vernalisation (traitement des semences à forte 

humidité et faible température) soi-disant révolutionnaire (pouvant jusqu'à quadrupler les 

récoltes sur plusieurs générations). La vernalisation a bien un effet sur quelques variétés, 

mais sa généralisation à toutes les cultures était inadaptée. Dans les faits, les idées de 

Lysenko tenaient beaucoup plus de la politique de propagande soviétique que de la 

véritable science, et son œuvre (et surtout ses conséquences désastreuses sur la famine) 

contribuera par la suite à un rejet encore plus marqué des théories Lamarckistes (Gordin 

2011). Sélection naturelle, génétique mendélienne, hérédité des chromosomes et génétique 

des populations (entres autres) sont réunis par Julian Huxley (1887-1975) dans sa théorie 

synthétique de l’évolution (Huxley 1943). Brièvement, cette théorie définit les processus 

d’évolution et d’adaptation spécifiques à un environnement comme des processus lents, au 

travers de nombreuses générations, dirigés par des mutations aléatoires et la sélection des 

individus porteurs des mutations prodiguant la meilleure fitness (Huxley 1943; Smocovitis 

1992). L’ouvrage d’Huxley a un impact important sur ses contemporains et impose la 

sélection naturelle comme moteur principal de la dynamique évolutive (Bowler 2003). 
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I.1.3.9. Progrès moléculaires et génocentrisme 

Au milieu du XXème siècle, la découverte de la structure chimique de l’ADN par 

Rosalind Franklin (1920-1958), Francis Crick (1916-2004) et James Watson (né en 1928) 

(Watson & Crick 1953), ainsi que celle du code génétique par Robert Holley (1922-1993), 

Marshall Warren Nirenberg (1927-2010) et Har Gobind Khorana (1922-2011) sont des étapes 

charnières dans la compréhension des mécanismes de l’hérédité (Bowler 2003). Les 

premières hypothèses de l’horloge moléculaire par Linus Pauling (1901-1994) et Émile 

Zuckerlandl (1922-2013), en comparant des séquences de protéines homologues, ouvrent 

la porte à une estimation du temps de spéciation entre deux organismes (Zuckerkandl & 

Pauling 1962). À la fin des années 60, Motoo Kimura (1924-1994) reprend cette idée dans sa 

théorie neutraliste de l’évolution, stipulant que la plupart des mutations n’ont aucun impact 

sur la fitness d’un organisme, et que la dérive est une force évolutive plus puissante que la 

sélection naturelle (Dietrich 1994). L’ADN et son unité d’héritabilité, le gène, deviennent 

rapidement les points centraux des mécanismes évolutifs et de la sélection naturelle. Cette 

vision sera confortée par la découverte chez les procaryotes du transfert horizontal de 

gènes en 1961 (Watanabe & Fukasawa 1961) et culminera avec la publication du « gène 

égoïste » par Richard Dawkins (né en 1941) en 1976 (Dawkins 2006). Cet ouvrage présente 

l’individu (peu importe son espèce) comme un « véhicule robotisé, programmé 

aveuglément pour préserver des molécules égoïstes nommées gènes » (Dawkins 2006).  

 

I.1.3.10. Importance des interactions 

La seconde moitié du XXème siècle s’inscrit dans l’étude du rôle des interactions intra 

et interspécifiques au sein de l’évolution. Dans sa théorie de la Reine Rouge, Leigh Van 

Valen (1935-2010) pose les bases de la coévolution, décrivant les interactions entre hôtes 

et pathogènes comme une perpétuelle course aux armements sans vainqueur, mais 

générant une force évolutive importante (Van Valen 1973). Les rôles dans l’évolution de la 

reproduction sexuée et de la sélection sexuelle sont débattus. Elles sont initialement 

perçues dans la continuité des idées de Van Valen comme des mécanismes générant de la 

diversité pour répondre rapidement à la pression des pathogènes (Ebert & Hamilton 1996). 

D’autres y voient plutôt un filtre évolutif permettant d’éliminer les changements et 

aberrations génétiques majeurs, et permissif seulement aux polymorphismes ayant un 
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impact neutre ou faible (MacIntyre & Clegg 2013). La question du comportement altruiste 

chez certaines espèces (comme les insectes eusociaux) est également soulevée par 

William Donald Hamilton (1936-2000). Il décrit comment une interaction comportementale 

altruiste peut être favorisée par la sélection naturelle en fonction du degré de parentalité 

entre les individus, et si les risques (du comportement altruiste) sont moindres que les 

bénéfices (Hamilton 1964). Cela s’explique par le fait que plus deux individus sont 

apparentés (ex : parents/enfants ou frères/sœurs), plus ils partagent un patrimoine 

génétique commun. Il est donc avantageux de favoriser la fitness de l’autre car elle favorise 

la transmission d’une partie des gènes en commun (et ce, même au détriment de sa propre 

fitness, tant que les bénéfices surpassent le coût). C’est ce qu’Hamilton nomme la sélection 

de parentèle (kin selection en anglais) (Hamilton 1964), une théorie qui partage plusieurs 

points communs avec le concept de gène égoïste de Richard Dawkins.  

Les travaux d’Hamilton seront remarqués par George Price (1922-1975). Initialement 

chimiste sans formation en biologie, il se base sur la théorie de la sélection des parentèles 

pour énoncer son équation éponyme, modélisant les changements de fréquences 

alléliques dans une population (Price 1970). L’histoire personnelle de George Price (que m’a 

fait découvrir Raymond Pierce) est à la fois fascinante et tragique, et mérite que l’on ouvre 

une parenthèse pour la raconter. Peu de temps après sa rencontre avec Hamilton, Price, 

pourtant athée et ultra-rationaliste, trouve qu’il y a trop de coïncidences dans sa vie pour 

qu’elles n’aient pas une origine divine. Il se converti au Catholicisme et Jésus lui apparaît 

peu de temps après en vision, l’incitant à transmettre son équation et ses fondements à 

l’humanité (Harman 2010). Il devient cependant de plus en plus déprimé par les implications 

de son équation, i.e. que bonté et comportements altruistes ne sont pas véritablement 

désintéressés, puisqu’il s’agit d’une adaptation pour promouvoir son propre patrimoine 

génétique. Dans l’espoir de valider ou d’invalider sa théorie, Price effectue de plus en plus 

d’actes de générosité aléatoires envers des inconnus. Il héberge des sans-abris et distribue 

presque toutes ses possessions à des nécessiteux, au point de se retrouver lui-même sans 

domicile fixe. Incapable de conclure sur sa théorie, il se suicide le 6 janvier 1975 ; son corps 

sera identifié par son ami Hamilton (Harman 2010). Price apporte deux autres contributions 

majeures à la biologie évolutive : une nouvelle interprétation du théorème fondamental de 

la sélection naturelle de Ronald Fisher (Price 1972) et le concept de stratégie évolutive 

stable avec John Maynard Smith (1920-2004) (Maynard Smith & Price 1973). 
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I.1.4. Hérédité des caractères acquis 

I.1.4.1. Victor Jollos et les Dauermodifikiations 

De l’ensemble de ces travaux naquit, durant la deuxième moitié du XXème siècle, 

une doctrine présentant l’ADN comme l’unique « plan de construction du vivant ». Les 

séquences nucléotidiques sont interprétées au travers du code génétique et sont 

globalement perçues comme étant les seuls 

porteurs de l’information héritable. Le 

phénotype est alors expliqué comme étant le 

résultat de l’expression de gènes sous 

l’influence de l’environnement. Le matériel 

génétique permet une certaine flexibilité à 

l’organisme pour répondre aux conditions 

environnementales fluctuantes sous la forme 

de la plasticité phénotypique. Pourtant, il y a 

maintenant presque un siècle, un scientifique 

allemand du nom de Victor Jollos (Figure 4) 

a mis en évidence que certains phénotypes 

pouvaient être induit par des conditions 

environnementales particulières, et étaient 

en mesure de persister durant quelques 

générations en l’absence du stimulus initial, 

avant de disparaître progressivement. Ses 

travaux portaient sur Paramecium spp et D. 

melanogaster (Jollos 1921; 1924; 1934; Brink 

1941). Il a baptisé ces phénomènes 

« Dauermodifikations » (littéralement : modifications de longue durée), mais ils sont aussi 

aujourd’hui connus sous les termes de « résonance phénotypique », « hérédité non 

mendélienne », « phénotype transgénérationnel », ou encore « soft inheritance ». Chez 

Parametium, son modèle de choix pendant presque 20 ans, il utilise des lignées issues de 

reproduction asexuée ou parthénogénique et les expose à divers stress environnementaux, 

tels que des chocs thermiques ou des métaux lourds, et observe l’apparition de nouvelles 

adaptations en réponses à ces stress. Il constate une semi-héritabilité, selon ses termes, car 

 

Figure 4 : Victor Jollos en 1934. Photographie 
d’archive du Marine Biological Laboratory, 
http://hpsrepository.mbl.edu. 
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les adaptations sont transmises à la descendance pendant plusieurs centaines de 

générations, mais ne sont pas incorporées dans l’hérédité permanente de la souche et 

finissent par disparaître en l’absence du stress (Jollos 1924). Il travaille ensuite sur l’effet de 

chocs thermiques chez les drosophiles, et remarque l’apparition de certains traits perdurant 

sur quelques générations (Jollos 1934). Les idées de Jollos n’ont pas rencontré un accueil 

très chaleureux au sein des cercles évolutionnistes de son époque. Plusieurs facteurs ont 

joué un rôle dans l’absence de reconnaissance de ses travaux par ses contemporains. Si au 

début de sa carrière, Jollos bénéficie d’un statut renommé en Allemagne, il finit destitué de 

son poste de généticien à l’Institut Kaiser Wilhelm de Berlin en 1933 à cause des politiques 

antisémites de l’époque. Contraint à l’exil, il s’installe à l’Université du Wisconsin (Madison, 

USA) où sa réputation reste à faire. Il peine à trouver sa place dans les thématiques de 

l’université, ainsi qu’à obtenir des financements (Dietrich 1996). Son arrivée aux États-Unis 

coïncide avec son changement de modèle biologique pour la drosophile. Ses résultats 

gagnent alors peu de crédibilité aux yeux des autres académiciens, car le modèle 

d’hérédité que Jollos préconise va à l’encontre des courants de pensées de Thomas Hunt 

Morgan, qui jouit alors d’une très forte influence (Dietrich 1996). De plus, plusieurs 

chercheurs tentent de reproduire, sans succès ses résultats (Brink 1941; Dietrich 1996). 

Après son décès prématuré en 1941, les Dauermodifikations sont tombées dans l’oubli et 

ont été majoritairement considérées comme des artéfacts expérimentaux. 

 

I.1.4.2. Exemples d’hérédité non-mendélienne 

Toutefois, principalement depuis le début du XXIème siècle, de plus en plus de 

publications font état de différents organismes, provenant de phyla variés, développant des 

adaptations héritables et réversibles en réponse à des changements environnementaux, en 

l’espace de quelques générations seulement (Agrawal et al. 1999; Morgan & Whitelaw 

2008; Youngson & Whitelaw 2008; Jensen 2013). 

Chez les végétaux, ces phénomènes commencent à être bien documentés et on 

retrouve des exemples chez plusieurs espèces en réponse à une grande variété de stimuli 

environnementaux. L’herbivorie est un inducteur important de défense. En réponse à la 

chenille spécialiste Pieris rapae, le radis sauvage Rafus raphanistrum augmente de 30% sa 

densité de poils trichomes et de dix fois ses concentrations cellulaires d’indoles 
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glucosinolates, une substance toxique pour l’insecte (Agrawal et al. 1999). Ces deux traits 

réduisent le succès de broutage par la chenille, et les graines issues des plantes induites 

auront naturellement ces défenses, même sans avoir rencontré directement le même 

stress. D’autres plantes, comme Mimulus guttatus, Lotus wrangelianus (Holeski et al. 2012) 

et Arabidopsis thaliana (Rasmann et al. 2012) induisent similairement des défenses 

transgénérationnelles en réponse à des insectes brouteurs. Chez le tabac Nicotiamia 

tabacum, l’infection de pieds parentaux par le virus de la mosaïque du tabac (TMV) induit 

une résistance chez la descendance qui perdure pour quelques générations (Roberts 1983). 

Plus d’une vingtaine d’autres exemples impliquant des inducteurs chimiques ou des 

variations climatiques ont été publiés depuis une quinzaine d’années (Holeski et al. 2012). 

Des cas s’apparentant à des Dauermodifikations sont documentés chez les 

métazoaires. Un des plus emblématiques est certainement le phénomène de 

cyclomorphose observée chez plusieurs espèces de crustacés du genre Daphnia. En 

réponse à l’apparition d’un prédateur dans leur entourage, les Daphnia développent un 

casque, un aiguillon, une collerette dentée ou une augmentation de taille (Figure 5). Ces 

adaptations morphologiques réduisent le succès de capture du prédateur (Laforsch & 

Tollrian 2004). La descendance hérite de ces caractères, même si elle n’a jamais été 

confrontée directement au prédateur. En l’absence du prédateur, ces traits sont maintenus 

durant un petit nombre de générations (3-5 habituellement) avant de régresser 

progressivement vers le phénotype « normal ». La vitesse d’apparition de ce caractère 

adaptatif héritable au sein de la population de Daphnia ne peut être expliquée par le 

processus classique de mutation/sélection.  

Chez les vertébrés, un exemple récent est celui du poisson clown Amphiprion 

melanopus. Ce poisson a développé une résistance héritable à l’accroissement de la 

température et à l’augmentation de l’acidité de l’eau beaucoup plus rapidement que ne 

pourrait l’expliquer la sélection naturelle (Miller et al. 2012). Une série d’étude sur des cas 

de restriction alimentaire chez l’être humain en Suède a montré un impact sur le risque de 

maladie cardiovasculaire, de diabètes et sur la croissance, perdurant sur au moins trois 

générations (Kaati et al. 2002; 2007; Bygren et al. 2014). D’autres cas de réponses 

transgénérationnelles chez l’être humain ont été répertoriées (Guerrero-Bosagna & Skinner 

2011; Pembrey et al. 2013). On retrouve également des effets de l’environnement induisant 
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des réponses comportementales. Entre autres, le stress engendre des changements 

héritables de stratégie alimentaire et de dominance sur le coq Gallus gallus (Nätt 2008). Un 

des exemples les plus cités est celui de l’effet du soin maternel chez les souris. Les 

souriceaux séparés de leur mère et n’ayant pas eu accès aux soins sont beaucoup plus 

susceptibles d’avoir des comportements anormaux. À leur tour, ces souris ne prodigueront 

pas de soins à leur progéniture, ce qui cause le maintien du phénotype d’une génération à 

une autre (Weaver et al. 2004). 

 
Figure 5 : Exemples de Dauermodifikations chez le genre Daphnia. À gauche, le phénotype normal, à droite, 
le phénotype de réponse à la présence d’un prédateur. (A) Daphnia lumholtzi avec et sans casques et 
aiguillon caudal. (B) Daphnia longicephala avec et sans casque. (C) Daphnia pullex avec et sans collier denté. 
(D) Daphnia cucullata en l’absence (extrême gauche) et présence (extrême droite) de prédateurs, ainsi que 
toutes les formes intermédiaires. Figures tirées de Laforsch & Tollrian (2004). 

 

Ne suivant pas une logique d’hérédité mendélienne, ces observations sont 

susceptibles de remettre en question certains aspects de la théorie synthétique de 

l’évolution, en particulier la barrière de Weismann. Cela soulève deux grandes questions : 
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ces Dauermodifikations sont-elles des phénomènes isolés, et limités à quelques 

organismes, ou répandus au sein du vivant (et quel est leur importance dans l’évolution), et 

quels en sont les mécanismes moléculaires sous-jacents? 

 

I.1.4.3. Origines possibles des Dauermodifikations 

Les contemporains de Jollos ont vu en ses travaux sur Paramecium la preuve d’une 

hérédité cytoplasmique, au moins aussi importante que l’hérédité nucléaire (génétique). 

Toutefois, Jollos était dubitatif vis à vis de cette idée, du fait que dans sa conception, les 

facteurs cytoplasmiques induit par l’environnement devaient forcément se diluer à chaque 

division cellulaire. Ainsi, les phénotypes n’auraient pas pu se maintenir sur plus de 

quelques générations (alors qu’il observait un maintien sur plusieurs centaines) (Dietrich 

1996). Dans le cas de la cyclomorphose chez Daphnia, des kairomones émises par les 

prédateurs, ou des signaux chimiques provenant d’autres proies victimes des mêmes 

prédateurs, induisent le phénotype de défense (Weber & Declerck 1997; Stabell et al. 

2003). La persistance de ces médiateurs chimiques dans l’environnement expliquerait alors 

le maintien du phénotype même après la disparition du prédateur. La paramutation, un 

mécanisme par lequel un allèle peut induire une modification héritable sur un autre allèle, à 

un locus donné, un phénomène bien connu chez le maïs (Alleman et al. 2006), peut 

expliquer certains phénotypes d’héritabilité non-mendélienne (Goldberg et al. 2007). On 

peut aussi penser dans une certaine mesure au phénomène d’épistasie. Ainsi, l’expression 

de certains gènes (et donc d’un phénotype) est dépendante de la présence d’un ou 

plusieurs autres gènes sur d’autres loci. Si l’héritabilité des gènes suit une logique 

mendélienne, ce ne sera pas forcément le cas du phénotype. 

Les Dauermodifikations semblent être en contradiction avec les dogmes classiques 

de la génétique mendélienne et de la théorie synthétique de l’évolution. S’il a été 

longtemps admis que seule l’information contenue dans la séquence génétique était 

responsable des variations phénotypiques, il est de plus en plus clair que ce n’est pas le 

cas. De plus en plus d’exemples mettent en avant des changements phénotypiques entre 

individus d’une même espèce, changements que les polymorphismes génétiques ne 

suffisent pas à expliquer (Maher 2008; Slatkin 2009; Manolio et al. 2009; Zuk et al. 2012). 

C’est ce que l’on appelle l’héritabilité manquante (missing heritability). Par exemple, chez 
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l’être humain, les études d’association à l’échelle du génome (genome wide association 

studies) ne permettent d’expliquer par des changements génétiques qu’en moyenne 20-

30% de la variation de traits étudiés (Zuk et al. 2012). En 1990, John Maynard-Smith 

développe le modèle de la double hérédité (dual inheritance system) dans lequel il propose 

deux formes d’hérédité. La première est basée sur les séquences d’ADN, et la seconde sur 

des mécanismes permettant une réponse héritable et pourtant flexible aux fluctuations 

environnementales : le code épigénétique (Maynard Smith 1990). Cette théorie a été 

complétée et raffinée pour y inclure d’autres types d’héritabilités influençant les 

phénotypes : comportementale (culturelle ou sociale), environnementale et parentale 

(Jablonka et al. 1992; Jablonka & Lamb 2005; 2008; Danchin et al. 2011; Danchin 2013). 

Étienne Danchin propose une synthèse des facteurs héritables et non-héritables générant 

de la variabilité dans son concept d’héritabilité inclusive (inclusive heritability, Danchin et al. 

2011; Danchin 2013). Cette vision, à laquelle j’ai rajouté l’héritabilité de l’holobionte (à savoir 

l’organisme et ses communautés de micro-organismes) est représentée sur la Figure 6. De 

plus en plus de travaux ont mis en évidence que les communautés microbiennes 

(bactériennes par exemple, mais pas uniquement) avec lesquelles coexiste un organisme 

peuvent avoir un impact direct sur certains phénotypes et sur la fitness, et même parfois 

être directement transmises à la descendance (Dunbar et al. 2007; Rosenberg et al. 2007; 

Zilber-Rosenberg & Rosenberg 2008; Rosenberg et al. 2009; Sharon et al. 2010). Au niveau 

moléculaire, les mécanismes épigénétiques représentent donc une alternative de choix 

pour expliquer une proportion de cette héritabilité manquante, surtout chez les organismes 

sans héritabilité sociale et culturelle, et sont de bons candidats pour la compréhension des 

Dauermodifikations. 

 

Figure 6 : Représentation schématique de l’héritabilité inclusive, avec ajout du concept de l’holobionte. Les 
points de suspensions représentent les autres formes d’héritabilité qu’il reste peut-être à découvrir. Figure 
adaptée de Danchin et al. (2011) 
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I.2. l’épigénétique 

I.2.1. Bref historique de la discipline 

I.2.1.1. Embryologie, épigénèse et préformationnisme  

Les origines de l’épigénétique moderne remontent à la fin du XIXème siècle, et 

trouvent leurs sources dans l’étude du développement embryonnaire. Deux écoles de 

pensées s’affrontent alors sur les mécanismes pouvant expliquer les processus de 

transformation menant un zygote unicellulaire à un organisme complet. Les 

préformationnistes voient les organes déjà tous établis en version miniature dans le zygote, 

et grandissant au fil du développement. De l’autre côté, les partisans de l’épigénèse 

proposent que le processus de développement incorpore des réactions chimiques incluant 

des constituants solubles, et se définit par un plan d’organisation complexe (Felsenfeld 

2014). La question n’est pas nouvelle, et se pose déjà dans l’Antiquité. Aristote (proche 

épigenèse) et Platon (proche préformationniste) opposait déjà ces deux conceptions (Hurd 

2011; Rankin 2013). La théorie préformationniste sera prédominante jusqu’au XIXème siècle. 

Entre temps, William Harvey (1578-1657) pense que les deux modes de développement 

coexistent, mais chez des organismes différents : la préformation se limite aux organismes 

« inférieurs » (ex : les insectes) alors que l’épigénèse est un processus plus noble réservé 

aux espèces plus complexes (i.e. les vertébrés) (Hall 2006). Seule une minorité de 

naturalistes, tels que Pierre Louis Moreau de Maupertuis (1698-1759) et Georges-Louis 

Leclerc (comte de Buffon) seront partisans notoires de l’épigénèse (Roger 1997). Au XIXème 

siècle, Wilhelm Roux (1850-1924) avance la théorie de l’œuf mosaïque (Figure 7). Il propose 

par cela que tous les constituants sont préformés dans le zygote et se séparent lors des 

divisions cellulaires (Counce et al. 2012).  

 
Figure 7 : Conception de l’œuf mosaïque de Wilhelm Roux. Le zygote dispose de tous les déterminants 
cellulaires, qui, au fil des divisions cellulaires, sont isolés et entraine la différentiation des cellules possédant 
un déterminant spécifique. Figure tirée de Wolpert et al. (2015). 
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La théorie de Roux est en contradiction avec les expériences de Hans Driesch (1867-

1941) et Oscar Hertwig (1849-1922) sur les blastomères d’oursins qui continuent à se 

développer même s’ils sont séparés en morceaux (Gilbert 2000). Le concept 

d’épigénétique se développe grâce à une volonté de relier développement embryonnaire 

et génétique. Thomas Hunt Morgan est un des premiers à soulever un a priori paradoxe 

entre ontologie et hérédité dans sa Théorie du Gène (Morgan 1917) où il questionne : « Si 

les caractères de l'individu sont déterminés par les gènes, pourquoi toutes les cellules d'un 

organisme ne sont-elles pas identiques ? ». Edmund Beecher Wilson (1878-1939) critique la 

théorie de l’œuf mosaïque car elle n’est pas en accord avec l’hérédité chromosomique 

(Wilson 1893). Le préformationnisme disparaît définitivement avec la découverte de 

l’induction embryonnaire (signal biochimique initiant la différentiation des tissus) par Hans 

Spemann (1869-1941) et Hilde Mangold (1898-1924) (Spemann & Mangold 2001). Les 

mécanismes derrière l’épigénèse restent néanmoins encore vagues et mal compris. 

 

I.2.1.2. Le paysage épigénétique de Waddington  

Au début des années 1930, Conrad Hal Waddington (1905-1975) s’intéresse au 

contrôle génétique du développement. Il élabore des diagrammes décrivant les chemins 

développementaux alternatifs survenant en fonction des déterminants moléculaires. Il 

présume que ces déterminants agissent sur des gènes spécifiques, générant un phénotype 

(Waddington 1939; 1940). En 1942, il publie son article le plus cité, « l’épigénotype » 

(Waddington 1942b) dans lequel il fait la première mention du terme « épigénétique ». Il 

s’agit à ce moment là d’une définition assez vaste incluant « tous les évènements menant à 

la mise en place du programme génétique du développement ». L’accent est mis sur le 

rapport entre génotype et phénotype, pour voir comment ils s’articulent. Entre les deux se 

trouvent un ensemble complexe de processus environnementaux, l’épigénotype. Selon lui, 

il faut mettre l’emphase sur les mécanismes causaux associant génotype et phénotype. En 

1957 dans « la stratégie des gènes » (Waddington 1957), il formule le concept du paysage 

épigénétique, une métaphore de la manière dont la génétique peut contrôler et influencer 

le développement. Dans une de ses représentations les plus connues (Figure 8), il compare 

le destin cellulaire à une bille, qui glisse sur un terrain dont le relief n’est pas prédéfini, mais 

modulée par les gènes et leurs mutations. Les « montagnes » séparant les vallées dans 

lesquelles les billes voyagent représentent l’irréversibilité de la différentiation cellulaire. 
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Figure 8 : Paysage épigénétique de Waddington. À gauche, la bille représentant le destin cellulaire glisse sur 
le paysage épigénétique qui est façonné par l’interaction des gènes et de l’environnement, représentés à 
droite. Figure tirée de Waddington (1957). 

 

Waddington fait un parallèle évolutif, montrant que la mutation, par son action sur le 

développement et la morphologie, joue un rôle important dans l’évolution et la sélection 

naturelle (van Speybroeck et al. 2002). On lui doit aussi l’assimilation génétique, avec deux 

exemples chez D. melanogaster. Il observe que des chocs thermiques sur des pupes de 

drosophiles engendrent un phénotype « crossveinless » (absence de veines transversales 

dans les ailes) chez les mouches adultes (Waddington 1953). Après répétitions du choc 

thermique sur plusieurs générations, les drosophiles finissent par présenter ce caractère 

crossveinless même en l’absence du stress environnemental. De la même manière, en 

effectuant des expériences d’exposition de drosophiles à des vapeurs d’éther, Waddington 

remarque que celles-ci se développent avec deux thorax (Waddington 1956). Il sélectionne 

durant une vingtaine de génération les drosophiles présentant ce phénotype, jusqu’à 

obtenir des mouches présentant naturellement le double thorax, même sans induction aux 

vapeurs d’éther. Il conclut que la sélection (naturelle ou artificielle) favorise un chemin 

spécifique sur le paysage épigénétique et incorpore ce phénotype dans l’hérédité 

génétique (Waddington 1953; 1956). L’assimilation génétique est complémentaire de la 

canalisation, un autre concept qu’il développe dans le même article. Il s’agit d’une mesure 

de la capacité d’une population à produire un phénotype identique peu importe la 

variabilité de l’environnement ou des génotypes au sein de la population (Waddington 

1942a; 1953) (Figure 9). Le rôle de la canalisation est de produire un phénotype précis, peu 

importe les fluctuations mineures de l’environnement. Pour certains contemporains de 

Waddington, ses résultats sur l’assimilation génétique sont un retour aux sources de 

l’hérédité des caractères acquis et du lamarckisme.  
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Figure 9 : Représentation d’un phénotype canalisé. Le phénotype produit par le génotype B fluctue en 
fonction de l’environnement, alors que celui du génotype A reste identique. Ce dernier est donc canalisé. 

 

I.2.1.2. L’épigénétique moderne  

S’il avait été montré depuis les expériences de Thomas Hunt Morgan que les 

chromosomes étaient hérités par toutes les cellules lors du développement, il n’y avait 

aucune preuve que tous les gènes portés par les chromosomes se trouvaient bien à 

l’identique dans chaque type cellulaire (Felsenfeld 2014). Cette démonstration sera faite par 

Ron Laskey (né en 1945) et John Gurdon (né en 1933) qui observent que la transplantation 

du noyau d’une cellule somatique adulte dans un œuf énuclée permet une embryogénèse 

directe (Laskey & Gurdon 1970). La découverte du rôle de la méthylation de l’ADN dans 

l’inactivation du chromosome X offre un premier mécanisme de contrôle épigénétique 

(Riggs 1975). La méthylation des cytosines devient un centre d’attention dans les années 

qui suivirent, jusqu’à aujourd’hui, en particulier pour son rôle dans la régulation de 

l’expression des gènes (Felsenfeld 2014). La structure de la chromatine, c’est à dire l’ADN 

nucléaire et les protéines interagissant intimement avec, devient également un sujet 

d’étude. L’ADN nucléaire est enroulé autour de nucléosomes, des octamères d’histones, et 

Ellen et Edgar Stedman proposent en 1950 (Stedman 1950) que ces dernières puissent être 

impliqués dans l’expression génique. Cette idée fera son chemin jusqu’à l’hypothèse du 

code des histones par Brian Turner vers la fin des années 1990 (Turner 1993; 2002). Au 

XXIème siècle, l’essor des technologies de séquençage massif permet de découvrir le rôle 

des petits ARNs non-codants et leur implication dans les phénomènes épigénétiques. Il 

devient plus tard évident que ces différentes marques épigénétiques et les mécanismes 

initiant leur lecture ou écriture sont intimement reliés (Felsenfeld 2014). D’autres possibles 

Décès Décès 
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porteurs d’information épigénétiques seront discutés plus loin dans ce manuscrit. Au fur et 

à mesure des découvertes des sources d’information épigénétique, la définition de la 

discipline se transforme progressivement. Robin Holliday la qualifie en 1990 « d’étude des 

mécanismes de contrôles temporels et spatiaux de l’activité génique durant le 

développement des organismes complexes » (Jablonka & Lamb 2002). Cette définition 

reste proche des origines embryologistes de Waddington, et il la fera évoluer plus tard en 

« l’étude des changement de l’expression génique, survenant dans des organismes avec 

des cellules différentiées, et l’héritabilité mitotique des profils donnés d’expression 

génique » (Jablonka & Lamb 2002). Elle sera étendue par Vincenzo Russo et Arthur Riggs 

qui lui donne une plus grande ouverture en la consacrant comme « l’étude des 

modifications de la fonction des gènes, héritable mitotiquement ou meïotiquement, et qui 

ne peuvent être expliquées par des modifications de la séquence d’ADN » (Russo et al. 

1996). Cette version ne convient cependant pas à Andrew Bird, car au début des années 

2000, il est évident que tous les processus épigénétiques ne sont pas forcément 

héritables. Il tente de redéfinir la discipline en parlant « d’adaptations structurelles de 

régions chromosomiques de manière à inscrire, signaler ou perpétuer des états d’activité 

altérés » (Bird 2007). Plus récemment, le consortium du Roadmap Epigenomics Project lui 

donne comme définition « les modification héritables dans l’activité génique et l’expression, 

mais également les altérations stables et de longue durée dans le potentiel 

transcriptionnel qui ne sont pas nécessairement héritables » (http://www.roadmap 

epigenomics.org/overview). Je complète par trois définitions proposée par Francesca 

Merlin (CR2, Institut d’Histoire et de Philosophie des Sciences et des Techniques, Paris) lors 

du l’école thématique Épigénétique en Écologie et Évolution (18-22 mai 2015, Saint Pierre 

d’Oléron). Ces définitions vont d’une plus générale à une plus pointue et moléculaire. 

I) Biologie Évolutive du Développement (Évo-Dévo) Épigénétique : étude des 

mécanismes développementaux à l’origine du phénotype et de sa modification au cours de 

l’évolution (sans altérer la séquence d’ADN). Cette définition est associée à la génétique du 

développement et à la biologie évolutionnaire du développement. 

II) Waddington Épigénétique : étude des mécanismes causaux en œuvre durant le 

développement, menant du génotype au phénotype. Cette définition est associée à la 

biologie du développement. 
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III) Riggs & Holliday Épigénétique : étude des changements de la fonction des 

gènes mitotiquement et/ou méïotiquement héritables qui ne peuvent être expliqués par des 

changements de la séquence d’ADN. Cette définition est associée à la génétique et/ou 

l’épigénétique moléculaire et est inspirée par Riggs (1975) et Holliday & Pugh (1975). 

On ne peut pas contester le lien entre épigénétique et développement, mais j’ai une 

vision plus moléculaire et la Riggs & Holliday épigénétique est ma définition de prédilection.  

 

I.2.2. Porteurs d’information épigénétique 

Les définitions actuelles de l’épigénétique restent toutefois relativement larges, et 

sont utilisées pour décrire des phénomènes dont les bases moléculaires et les mécanismes 

sous-jacents sont multiples, certains étant encore discutés comme étant ou non d’origine 

épigénétique (les prions, par exemple). Dans cette partie, seules les marques 

épigénétiques relatives à la structure chromatinienne seront traitées (Figure 10). 

 
Figure 10 : Représentation graphique de quatre porteurs d’information épigénétique influençant la structure 
chromatinienne. Figure adaptée de Matouk & Marsden (2008). 
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I.2.2.1. Méthylation des cytosines  

La méthylation de l’ADN correspond généralement à une modification covalente de 

l’ADN par l’ajout d’un groupement méthyl (CH3) sur le carbone 5 d’une cytosine, pour 

former une base appelée 5-méthylcytosine (5mC) (Figure 11). 

 
Figure 11 : Réaction de conversion de la cytosine en 5-méthylcytosine. SAM = S-adénosyl méthionine ; DNMT 
= DNA méthyltransférase. Figure tirée de Gibney & Nolan (2010). 

 

La mise en place de la méthylation se fait par des enzymes de type ADN 

méthyltransférase (DNMTase). Il existe trois DNMTase principales chez les mammifères 

(Smith & Meissner 2013). La méthylation dite « de maintenance »permet la conservation des 

cytosines méthylées lors de la réplication de l’ADN. Elle est catalysée par DNMT1 (Smith & 

Meissner 2013). On retrouve deux types de DNMT3 impliquées dans la méthylation de 

novo. DNMT3A se charge principalement des régions promotrices et géniques alors que 

DNMT3B est active dans les séquences répétées et péricentromériques (Smith & Meissner 

2013). DNMT3A et DNMT3B sont assistées par DNMT3L, qui sert de régulatrice, mais ne 

possède pas en elle-même une activité méthyltransférase (Smith & Meissner 2013). TRDMT1 

(anciennement DNMT2) est une autre DNMT, considérée pendant longtemps comme une 

autre méthyltransférase par homologie de séquence Toutefois, il a été mis en évidence en 

2006 que sa fonction de méthylation ciblait un ARN de transfert (Goll et al. 2006) et son 

rôle en tant que DNMT est aujourd’hui controversé. La présence de ces enzymes de 

méthylation varie chez les invertébrés. Des orthologues de DNTM1 et DNMT3 sont présents 

chez l’abeille Apis mellifera (Lyko et al. 2010; Ruden 2015), le puceron Acyrthosiphon pisum 

(Flores & Amdam 2011; Flores et al. 2013) ou l’huitre Crassostrea gigas (Gavery & Roberts 

2010), alors que chez le bombyx du mûrier Bombyx mori et le mollusque Biomphalaria 

glabrata, seule DNMT1 est retrouvée (Xiang et al. 2010; Fneich et al. 2013). Ces enzymes 

sont absentes chez le nématode modèle Caenorhabditis elegans (Gutierrez 2004). 
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Il existe trois contextes de séquences nucléotidiques dans lesquels la méthylation 

peut prendre place. Deux de ces contextes sont symétriques sur les deux brins d’ADN : 

CpG (ou CG selon les auteurs) et CHG (le H pouvant être adénine, thymine ou cytosine). La 

méthylation non symétrique, présente sur un seul brin, existe sous le contexte CHH. Seule 

la méthylation symétrique peut être maintenue chez les mammifères lors de la réplication 

de l’ADN grâce à DNMT1 (Smith & Meissner 2013). Il existe chez les plantes d’autres 

mécanismes permettant le maintien de la méthylation en contexte CHH lors de la division 

cellulaire (Chan et al. 2005; Du et al. 2015).  

La proportion et la localisation génomique de la 5-méthylcytosine varie grandement 

en fonction des phyla (Bird 2002). Chez les métazoaires, la distribution de cette marque 

fluctue énormément d’une espèce à une autre (Flores & Amdam 2011). Elle est présente 

chez tous les mammifères et presque exclusivement dans le contexte de dinucléotides 

CpG. Ces derniers sont répartis sur l’ensemble du génome, et 70% à 80% d’entre eux sont 

méthylés (Law & Jacobsen 2010). On retrouve régulièrement des regroupements de CpG 

(ilots CpG) au niveau des régions régulatrices en 5’ de gènes (promoteurs). La méthylation 

de ces îlots dans les promoteurs inhibe la transcription des gènes en aval, en bloquant 

l’accès à des facteurs de transcriptions ou en facilitant l’attachement de répresseurs 

(Deaton & Bird 2011). La méthylation en contexte CHH est pratiquement absente des 

mammifères, à l’exception d’une petite proportion retrouvée dans les cellules souches 

embryonnaires, et il est présumé qu’elle puisse jouer un rôle dans la différenciation 

cellulaire (Law & Jacobsen 2010). Chez l’être humain, on estime à environ 1% la proportion 

de 5-méthylcytosine sur l’ensemble du génome (Bird 2002).  

On retrouve un profil de méthylation de type mosaïque chez la plupart des 

invertébrés car elle n’est pas répartie de façon uniforme dans tout le génome. Elle est 

essentiellement présente dans les corps de gènes, principalement dans le contexte CpG, et 

marque souvent les jonctions introns - exons (Schübeler 2015). Certains invertébrés 

notables pour leur rôle d’organismes modèles en biologie, tels que Drosophila 

melanogaster et Caenorhabditis elegans, ont une absence ou quasi absence de 

méthylation (Bird 2002), alors que chez Apis mellifera et Acyrthosiphon pisum, elle régule 

les différents phénotypes développementaux observés chez ces espèces (Hunt et al. 2010; 

Lyko et al. 2010).  
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Les plantes modèles ont pour la plupart un génome très méthylé. Près de 6% des 

cytosines d’Arabidopsis thaliana portent cette marque, indistinctement du contexte CpG, 

CHG ou CHH. La méthylation survient surtout dans les régions répétées du génome et dans 

les éléments transposables. Chez les fungi, sa présence est très variable. Elle est absente 

chez Saccharomyces cerevisae, mais présente chez Neurospora crassa avec jusqu’à 2% 

des cytosines totales étant méthylées (Montanini et al. 2014). 

Les fonctions que remplissent la méthylation sont très diverses selon les espèces. 

Chez les mammifères, elle contrôle principalement la répression de la transcription des 

gènes lorsqu’elle est présente au niveau des régions promotrices dans les îlots CpG. Elle 

est impliquée dans la défense des génomes par inactivation (silencing) des éléments 

répétitifs du génome. On la retrouve ainsi très présente dans les éléments génétiques 

mobiles ainsi que dans les régions centromériques et péricentromériques (He et al. 2011). 

Chez les mammifères, elle joue un rôle essentiel dans le développement embryonnaire, la 

différentiation cellulaire, l’inactivation aléatoire du chromosome X, l’empreinte parentale 

(régions du génome activées ou inactivées par méthylation en fonction de l’origine 

paternelle ou maternelle de l’allèle transmise) et le vieillissement. Elle est très étudiée en 

santé humaine car son implication dans le développement de nombreuses maladies à 

caractère environnemental (ex : associées au tabagisme) est de plus en plus montré 

(Robertson 2005). En cancérologie, l’hyperméthylation de gènes répresseurs de tumeurs et 

l’hypométhylation d’oncogènes sont à l’origine du développement de cancer. Chez les 

invertébrés (tout comme les vertébrés d’ailleurs), on ignore l’action de la méthylation 

intragénique, mais il a été montré qu’elle module l’épissage alternatif chez les abeilles 

(Flores & Amdam 2011). L’inactivation des éléments transposables et autres séquences 

répétitives constitue la fonction principale chez les végétaux (Law & Jacobsen 2010; He et 

al. 2011). Le rôle de la méthylation chez les fungi est variable. Elle est impliquée dans la 

transition entre les différents stades développementaux et la défense contre les éléments 

transposables chez certaines espèces (Jeon et al. 2015). Chez d’autres, l’inactivation par 

mutation des méthyltransférases n’induit pas de phénotypes visibles (Montanini et al. 2014). 

Il existe une héritabilité, somatique et méiotique, de la 5mC. Chez les plantes, la 

majeure partie de ces marques est transmise à la descendance (Tsaftaris & Polidoros 1999; 

Peng & Zhang 2009). Des lignées isogéniques stables dont les profils de méthylations sont 
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transmissibles à la descendance sont d’ailleurs disponibles (Johannes & Colome-Tatche 

2011). La gamétogènese des vertébrés implique un effacement de la 5mC, suivi d’une 

reméthylation spécifique, essentielle au développement embryonnaire. L’empreinte 

parentale, par laquelle certaines régions et gènes sont méthylés dans les gamètes en 

fonction de leur origine paternelle ou maternelle, en est un exemple. Il arrive que certains 

sites échappent à la déméthylation et soient transmis à la descendance (Bird 2002; Szyf 

2015; Prokopuk et al. 2015). Le maintien de la méthylation des séquences répétées est un 

autre exemple d’héritabilité de la 5mC. 

Cytosines et 5-méthylcytosines ont la particularité de pouvoir subir une déamination 

spontanée, les convertissant respectivement en uracile et thymine. Si la présence de 

l’uracile dans l’ADN génomique est anormale et rapidement réparée enzymatiquement par 

la cellule (par excision de l’uracile et son remplacement par une cytosine), la thymine 

persiste sous forme de mutation de transition (Chahwan et al. 2010). Il est estimé que la 

déamination de 5-méthylcytosine survient de 20 à 40 fois plus fréquemment que n’importe 

quel autre type de mutation ponctuelle sur des nucléotides non-méthylés, et est donc 

susceptible de jouer un rôle important dans l’évolution des génomes (Russo et al. 2012). Ce 

phénomène est aussi responsable de la dégénérescence des éléments transposables. 

Ceux-ci sont habituellement hyperméthylés chez la plupart des organismes, et la 

déamination progressive de leurs 5-méthylcytosines finit par modifier leur séquence jusqu’à 

ce qu’ils deviennent complètement inactivés (Jones 2012; Wang et al. 2013).  

La principale technique permettant d’obtenir une vue d’ensemble des cytosines 

méthylées sur la totalité d’un génome est celle du séquençage bisulfite (BS-Seq). Pour 

utiliser cette méthode, l’ADN extrait d’un organisme, tissu, ou lignée cellulaire est soumis à 

un traitement au bisulfite de sodium. Ce traitement convertit les cytosines non-méthylées 

en uracile (Figure 12). L’ADN converti est alors amplifié par PCR, ce qui a pour effet de 

remplacer les uraciles par des thymines, et est ensuite séquencé. Les 5mC ne sont pas 

converties par le bisulfite, et sont ainsi les seules observées dans les séquences d’ADN 

traitées. Avec l’aide d’outils bioinformatiques, on peut reconstruire le méthylome, avec une 

résolution au nucléotide près, et obtenir le pourcentage de méthylation à un site donné 

dans une population cellulaire (la méthylation pouvant fluctuer selon les cellules, tissus, 

étapes du développement, etc.). 
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Figure 12 : Schématisation du principe de la technique de séquençage bisulfite (BS-Seq). Figure tirée de 
atdbio.com. 

 

I.2.2.2. Autres modifications chimiques des nucléotides  

Plusieurs autres variants de la cytosine sont retrouvés dans l’ADN génomique 

(Figure 13). La 5-formylcytosine (5fC) et la 5-carboxylcytosines (5caC) sont des 

intermédiaires secondaires du processus de déméthylation des 5mC. Pour l’instant, on 

ignore si ces deux nucléotides disposent d’une position génomique préférentielle, mais leur 

accumulation dans certains tissus ou lignées cellulaires (cerveau et cellules souches 

embryonnaires chez les souris par exemple) laisse présager qu’ils puissent avoir une 

fonction régulatrice. En l’absence actuelle de protéines connues pour lire ces marques ou 

s’y fixer spécifiquement, cela reste encore à démontrer (Song et al. 2012). Autre 

intermédiaire de la déméthylation, la 5-hydroxyméthylcytosine (5-hmC) se localise avec une 

forte affinité aux sites d’initiation de la transcription (TSS), promoteurs, exons et 

amplificateurs (enhancers), et on présume une action dans la régulation de l’expression 

génique (Song et al. 2012). Tout comme la 5fC et la 5caC, la 5hmC se retrouve en plus 

grande proportion dans les cellules souches embryonnaires et les tissus cérébraux des 

mammifères (Song et al. 2012). Elle interviendrait aux stades précoces du développement 

embryonnaire. Sa présence a été confirmée dans le génome de la plupart des invertébrés 

séquencés (Pastor et al. 2013). Les enzymes Ten-Eleven-Translocations (TET) catalysent les 

réactions entre la 5mC et ces trois bases intermédiaires (Song et al. 2012). 

La cytosine n’est pas l’unique nucléotide pouvant être modifiée dans l’ADN. La N6-

méthyladénine (m6A) est communément retrouvée chez les procaryotes. Avec la 5mC, ces 

deux nucléotides méthylés servent à protéger l’ADN bactérien de la digestion par enzymes 
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de restrictions présentes dans le cytoplasme; ces dernières ciblant des ADNs exogènes, 

tels que ceux des phages (Ratel et al. 2006). La m6A module également l’expression 

génique et la virulence (Low et al. 2001). Chez Chlamydomonas reinhardtii, 0,4% des 

adénines sont méthylées, principalement au niveau des promoteurs géniques et des sites 

d’initiation de la transcription. Sa présence est corrélée avec une activité transcriptionnelle 

plus importante (Fu et al. 2015). Elle n’existe qu’à l’état de trace chez les eucaryotes 

supérieurs, et sa fonction est encore mal connue (Ratel et al. 2006). Cette base est 

faiblement présente (0,025%) chez Caenorhabditis elegans, mais contribue à des effets 

transgénérationnels (Greer et al. 2015). Un pourcentage légèrement supérieur (0,07%) de 

m6A est retrouvé chez Drosophila melanogaster, essentiellement au niveau des éléments 

transposables et de certains sites spécifiques lors des étapes précoces de développement, 

mais sa fonction exacte n’est pas encore élucidée (Zhang et al. 2015). 

 

Figure 13 : Cytosine (C), 5-méthylcytosine (5mC), et les trois intermédiaires de la déméthylation de la 5mc : la 
5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), 5-formylcytosine (5fC) et 5 carboxylcytosine (5caC), ainsi que leur 
proportion dans le génome des mammifères. TET = Ten-Eleven Translocation ; TDG = Thymine DNA 
glycosylase ; ATP = Adénosine Tri Phosphate;.BER = Base Excision Repair ; SAM = S-Adénosyl Méthionine ; 
SAH = S-Adénosyl Homocystéine ; DNMTs = DNA méthyltransférases. Figure tirée de Huang & Rao (2014). 
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I.2.2.3. Modification des histones et position des nucléosomes  

Dans le noyau cellulaire, l’ADN n’est pas isolé et interagit avec de nombreuses 

protéines nucléaires pour former la chromatine. Plus spécifiquement, l’ADN se complexe 

avec des octamères d’histones (deux histones H2A, deux H2B, deux H3 et deux H4), en 

s’enroulant autour d’eux sur une longueur de 147 paires de bases, pour former un 

nucléosome (Figure 14). 

 
Figure 14 : Représentation schématique de la chromatine et des nucléosomes. Ces derniers sont composés 
de quatre histones, chacune en deux exemplaires dans le nucléosome. Chaque histone dispose d’une chaine 
latérale sur laquelle des modifications covalentes sont possibles. L’ADN s’enroule autour des nucléosomes et 
peut former deux structures chromatiniennes : l’euchromatine et l’hétérochromatine. 

 

Les quatre types d’histones possèdent des chaines latérales (ou queues) accessibles 

à l’extérieur du nucléosome et dont certains acides aminés sont candidats à des 

modifications post-traductionnelles covalentes (Figure 15). Une méthylation peut avoir lieu 

sur les lysines et arginines, acétylation et ubiquitylation sur les lysines uniquement, 

phosphorylation sur les sérines, thréonines et tyrosines, et citrullination sur les arginines. En 

tout, près d’une centaine de modifications chimiques est possible (Rodríguez-Paredes & 

Esteller 2011). Les histones et leurs modifications sont très conservées chez les eucaryotes, 

indiquant un rôle important. Les dinoflagellés (algues unicellulaires) sont les seuls 

eucaryotes connus dépourvus d’histones (Rizzo 2003). 
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Figure 15 : Détail des modifications covalentes pouvant avoir lieu sur les chaines latérales des quatre 
histones. Les lettres sur les chaines latérales symbolisent la séquence en acides aminés. Figure adaptée de 
Rodríguez-Paredes & Esteller (2011). 

 

Les modifications biochimiques des histones sont catalysées par différentes enzymes 

relativement conservées chez les eucaryotes. Impliquées dans le marquage des histones, on 

trouve les arginines déiminases (PADs, Protein Arginine Deiminase), arginines 

méthyltransferases (PRMTs, PRotein arginine MethylTranferases), lysines méthyltransferase, 

lysines acetyltransferases (KATs), lysines biotinases (HLCS), lysines ribosylases, lysines 

ubiquitinases, et certaines sérines/thréonines/tyrosines kinases (Zhang & Reinberg 2001). Les 

acétyltransférases (HATs) sont parmi les plus étudiées (Peserico & Simone 2011). Elles se 

répartissent en quatre familles impliquées dans l’activation de la transcription : GCN5, MYST, 

P300/CBP et coactivateurs des récepteurs nucléaires SRC/P160. On retrouve plusieurs types 

d’enzymes dont la fonction est de retirer des modifications chimiques des histones : arginines 

déméthylases, lysines déacétylases (HADCs), lysines déméthylases, lysines déribosylases, 

lysines déubiquitinases et sérines/thréonines/tyrosines phosphatases. Les HDACs ont des 

fonctions antagonistes aux HAT et se divisent en cinq classes : classe I comprenant HDAC1, 2, 3 

et 8, classe IIa comprenant HDAC 4,5 7 et 9, classe IIb comprenant HDAC 6 et 10, classe III 

comprenant les sirtuins et classe IV comprenant les HDAC11 (Peserico & Simone 2011). 

L’inactivation des HDACs peut avoir différents effets sur l’organisme. Chez l’homme, certains 

inhibiteurs de HDACs sont utilisés de manière thérapeutique pour le traitement de troubles 

émotifs, de l’épilepsie ou de neurodégénérescence (Hahnen et al. 2008), mais peuvent 

également causer la réactivation de retrovirus latents (Arbuckle & Medveczky 2011). 

Les fonctions jouées par les modifications d’histones vont dépendre du (I) type de 

modification chimique, (II) de la présence d’autres types de modifications au même endroit, 

ainsi que (III) de la localisation génomique de la marque.  
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I) Par exemple, la triméthylation de la lysine 27 de l’histone 3 (H3K27me3) est une 

marque répartie sur de grandes régions du génome (Trojer & Reinberg 2007; Bannister & 

Kouzarides 2011), et associée à la répression de la transcription. L’acétylation de la même 

lysine (H3K27ac) est positionnée de manière très ponctuelle sur les amplificateurs qu’elle 

active (Tie et al. 2009; Creyghton et al. 2010; Liu et al. 2011; Shlyueva et al. 2014).  

II) Lorsqu’elle est présente sur le corps de gènes, la triméthylation de la lysine 36 de 

l’histone 3 (H3K36me3) est un signe de gènes activement transcrits (Barth & Imhof 2010). 

En dehors des gènes, elle sert à marquer des sites de mésappariement de nucléotides 

pour activer un mécanisme de réparation (Li et al. 2013).  

III) Au site d’initiation de la transcription (TSS), H3K4me3 (triméthylation de la lysine 4 

de l’histone 3) est indicative de gènes transcriptionnellement compétents (Berger 2007; Gu 

& Fire 2009; Kharchenko et al. 2010; Zentner & Henikoff 2013). Cependant, chez les 

cellules souches embryonnaires des vertébrés, une colocalisation au même endroit avec 

H3K27me3 indique plutôt des gènes impliqués dans la différentiation cellulaire et dont la 

transcription est suspendue (Bernstein et al. 2006; Pan et al. 2007; Vastenhouw & Schier 

2012). 

Globalement ce n’est pas une marque, mais une combinaison de marques dans un 

contexte génomique donné (Filion et al. 2010; Barth & Imhof 2010) qui influera sur la 

structure chromatinienne. Cette dernière se trouvera ainsi dans des états plus ou moins 

condensés dont les deux formes extrêmes seront l’euchromatine et l’hétérochromatine. 

L’euchromatine est un état décondensé de l’ADN et permissif à la transcription, alors que 

l’hétérochromatine est une forme compactée dans laquelle la transcription est réprimée 

(Figure 14). Les différents états de compaction de la chromatine sont réversibles et peuvent 

passer de l’un à l’autre en fonction du niveau de méthylation de l’ADN et des formes 

d’histones présentes (Berger 2007). 

On retrouve aussi des variants des histones H3 et H2, tout aussi conservés chez les 

eucaryotes que leurs versions canoniques (Talbert & Henikoff 2010; Nashun et al. 2010), 

mais avec des fonctions différentes. Par exemple, CenH3 est spécifiquement localisée dans 

les centromères des chromosomes et H2A.X indique des sites de cassure du double brin 

d’ADN (Talbert & Henikoff 2010).  
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Outre les modifications chimiques des histones, la position des nucléosomes le long 

d’une séquence d’ADN a aussi son importance. Les gènes compétents à la transcription se 

caractérisent par une absence de nucléosomes autour du TSS, ce qui réduit 

l’encombrement stérique et favorise l’assemblage de la machinerie transcriptionnelle (Jiang 

& Pugh 2009). 

 
Figure 16 : Représentation schématique de la technique du ChIP-Seq et de ses étapes clefs. Figure tirée de 
Botcheva et al. (2011). 

 

La technique d’immunoprécipitation de chromatine suivi de séquençage (ChIP-Seq) 

est la principale employée pour l’étude de la répartition génomique des modifications 

d’histones (Figure 16). Cette méthode étant utilisée à plusieurs reprises au cours de ma 

thèse, il me semble nécessaire de la décrire en détail. Elle permet d’identifier des régions 

génomiques sur lesquelles sont fixées des protéines cibles. Dans un contexte d’études sur 

l’épigénétique, ce sont généralement les séquences d’ADN enroulées autour des 

nucléosomes portant les modifications d’histones qui sont visées. Une étape de crosslink 
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peut être effectuée pour accroître les interactions en liant de manière covalente l’ADN et 

les protéines, mais n’est normalement pas nécessaire lorsque l’on travaille sur les histones 

car ces dernières sont étroitement liées à l’ADN. Dans un ChIP natif (sans crosslink), la 

chromatine extraite est digérée par la nucléase micrococcale (MNase), une enzyme 

bactérienne coupant l’ADN spécifiquement entre les nucléosomes. On utilise ensuite un 

anticorps, ciblant une histone ou une modification chimique d’histone. Le complexe 

anticorps/histone/ADN est immunoprécipité par ajout de microbilles de sépharose 

recouvertes de protéine A. Cette dernière a une très forte affinité avec les anticorps, et 

permet par conséquent de piéger le complexe. On procède ensuite à l’élution des 

fragments d’ADN immunoprécipités, qui sont alors séquencés de manière massive (ex : 

séquençage Illumina) et repositionnés sur le génome de référence. Leur distribution sur le 

génome indique l’emplacement des histones / modification d’histones ciblées.  

 

I.2.2.4. ARNs non-codants  

Avec l’explosion des technologies de séquençage massif au début des années 

2000, la transcriptomique a pris une ampleur sans précédent. Grâce à la sensibilité de ces 

instruments, il a été possible de mettre en évidence des ARNs non-codants (non traduits en 

protéines), mais impliqués dans la régulation de la structure chromatinienne des eucaryotes 

(Holoch & Moazed 2015). Le mécanisme d’interférence ARN (RNAi), retrouvé chez presque 

tous les eucaryotes, se caractérise par de petits ARNs non-codants. Il permet la répression 

de l’expression génique, et module la méthylation de l’ADN et les modifications d’histones 

(Holoch & Moazed 2015). Plus d’une cinquantaine d’autres types d’ARNs non-codants sont 

documentés. Citons entre autres les micro RNAs (miRNA), les small interfering RNAs 

(siRNA), les small nucleolar RNAs (snoRNA), les X inactive specific transcript RNAs (XistRNA) 

et les long non coding RNAs (lncRNA) (Cech & Steitz 2014). 

Chaque type d’ARN occupe généralement une fonction très spécifique, mais leur 

activité principale tourne autour de l’extinction post-transcriptionelle de gènes (post 

transcriptionnal gene silencing, PTGS). Cette action peut se répercuter par des 

modifications de la structure chromatinienne facilitant la répression de l’expression sur le 

long terme (i.e. hétérochromatisation). Chez les plantes, mais aussi les animaux, ce 

mécanisme est particulièrement utilisé pour inactiver les éléments transposables (Slotkin & 
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Martienssen 2007). Dans les cellules embryonnaires des femelles mammifères, les XistRNA 

recouvrent en totalité un des deux chromosomes X pour induire son inactivation et sa 

méthylation. Les lncRNAs, quant à eux, agissent plutôt au niveau de gènes ciblés qu’à 

l’échelle du chromosome, et peuvent provoquer l’activation ou la répression de leur cible 

(Holoch & Moazed 2015). Enfin, les siRNAs sont des acteurs majeurs des boucles 

autocatyliques. Elles assurent le maintien de l’information épigénétique sur certains loci par 

renforcement de la méthylation de l’ADN et des modifications d’histones typiques de 

l’hétérochromatine (Holoch & Moazed 2015). 

 

I.2.2.5. Localisation nucléaire des chromosomes  

Au sein du noyau des eucaryotes, chromosomes et séquences d’ADN ne sont pas 

disposés aléatoirement, et se déplacent en fonction du cycle cellulaire et de l’activité de la 

cellule. Par fusion transgénique de protéines fluorescentes avec des histones, ou par 

hybridation fluorescente in situ (FISH) avec des sondes ADN ciblant des séquences 

présentes spécifiquement sur un ou plusieurs chromosomes, on peut remarquer que 

chaque chromosome occupe un espace défini de forme elliptique et dont l’arrangement se 

structure radialement au noyau (Figure 17 A) (Cremer & Cremer 2001; Meaburn & Misteli 

2007; Cremer & Cremer 2010). Ce positionnement fluctue selon les types cellulaires et 

tissulaires (Foster et al. 2012; Voldgorn et al. 2015) (Figure 17 B), mais se trouve conservé 

évolutivement (Meaburn & Misteli 2007), raison pour laquelle on considère ce phénomène 

comme étant de nature épigénétique. Les chromosomes riches en gènes vont avoir une 

position plus centrale et généralement associée à des structures euchromatiques 

(permettant la transcription) plus importantes que ceux pauvres en gènes, situés en 

périphérie et avec une plus forte proportion d’hétérochromatine réfractaire à la 

transcription (Tanabe et al. 2002). Cette organisation est dynamique et réversible, et les 

séquences géniques peuvent se déplacer de la périphérie vers l’intérieur du noyau, ou 

sortir de leur compartiment chromosomique, ce qui s’accompagne souvent de la formation 

de structure euchromatique propice à l’expression génique (Meaburn & Misteli 2007). Le 

même phénomène est observable au cœur du territoire d’un chromosome, au sein duquel 

les séquences plus centrales seront principalement inactives, et celles en périphéries plus 

susceptibles d’être transcrites ou d’interagir avec les séquences d’autres chromosomes 

adjacents (ex : translocation) (Boyle et al. 2011). La seule exception connue est la levure 



Chapitre I : Introduction générale 

 
44 

Saccharomyces cerevisia au stade bourgeonnant, pour laquelle aucune localisation 

chromosomique spécifique n’a pu être mise en évidence (Cremer & Cremer 2010). 

Plusieurs facteurs influencent la position des chromosomes dans la cellule : 

différentiation cellulaire (Foster et al. 2012, Voldgorn et al. 2015), processus cellulaires et 

moléculaires fondamentaux, tels que des modifications de la transcription (Cremer & 

Cremer 2001; Berezney 2002), ou des dégradations de l’ADN (cassures, mésappariements 

de bases) et leurs réparations (Mehta et al. 2013). La position nucléaire des chromosomes 

est aussi liée au cancer. Des territoires des chromosomes anormaux peuvent être la cause 

de translocations menant à cette pathologie. De la même manière, la plupart des cellules 

cancéreuses ont des territoires des chromosomes distincts (Bourne et al. 2013). 

 
Figure 17 : (A) Exemple de territoire de chromosomes dans une cellule diploïde de poulet (Gallus gallus). Les 
numéros correspondent à ceux des chromosomes. Figure tirée de Cremer & Cremer (2001). (B) Différents 
territoires des chromosomes (marqués par les mêmes sondes) en fonction des types cellulaires chez le porc 
Sus scrofa domesticus. Figure tirée de Foster et al. (2012). 
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I.2.3. Liens entre Dauermodifikations et épigénétiques 

L’épigénétique peut donc être décrite comme un ensemble de modifications 

réversibles et héritables, mais non codées dans la séquence nucléotidique d’ADN, et qui 

est capable d’influencer le phénotype (généralement en influençant la transcription). Il peut 

s’agir par exemple de modifications chimiques de l’ADN (ex : méthylation des cytosines), de 

protéines interagissant avec l’ADN (ex : modification des histones), de petits ARNs non-

codants, ou de la localisation nucléaire des chromosomes (Wu & Morris 2001). Divers 

facteurs environnementaux, tels que la température, la pollution, la présence d’autres 

individus, de prédateurs ou la nutrition peuvent avoir une influence sur les mécanismes de 

régulation épigénétique (Feil & Fraga 2012). Alors que la séquence nucléotidique d’ADN 

code pour la composition et la fonction des gènes, l’information épigénétique permet un 

contrôle du moment et du contexte dans lequel ces gènes peuvent être exprimés. Le 

phénotype se définit alors comme le produit de la triple interaction entre génome, 

épigénome, et environnement. Ainsi, les modifications de la séquence d’ADN ne sont pas 

les seuls changements pouvant générer de nouveaux phénotypes. Deux génomes 

identiques, sous des conditions environnementales différentes et avec des épigénomes 

distincts peuvent présenter des phénotypes varés. 

Les Dauermodifikations ne peuvent pas être expliquées simplement par des 

changements génétiques, à cause de la rapidité avec laquelle elles apparaissent (parfois au 

sein d’une même génération, comme chez Daphnia) et leur métastabilité (i.e. réversibilité 

après un certain laps de temps). Si à l’époque de Victor Jollos, l’idée était complètement 

réfutée, il est maintenant clair qu’il existe des sources non génétiques de phénotypes 

héritables, et en particulier les modifications épigénétiques (Nilsson et al. 2012; Skinner et 

al. 2014; Nilsson & Skinner 2015; Ruden 2015; Prokopuk et al. 2015). En réponse à des 

changements d’environnement, on sait qu’elles sont en mesure d’induire de nouveaux 

phénotypes, et de permettre la sélection de ce phénotype par l’environnement en gardant 

le génotype constant. Les modifications épigénétiques sont donc d’excellents candidats 

pour expliquer les Dauermodifikations. Il faut toutefois bien caractériser comment et à quel 

moment elles agissent en réponse à l’environnement, et dans quelles mesures elles 

peuvent être héritables, somatiquement (lors du développement par exemle) et/ou 

meïotiquement.  
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I.2.3.1. Caractéristiques d’un modèle d’étude Dauermodifikations/épigénétique 

Pour établir des liens clairs entre Dauermodifikations et modifications épigénétiques, 

il est nécessaire de travailler sur des modèles biologiques avec des caractéristiques 

appropriées. J’ai défini trois critères qui me semblent essentiels à cet objectif. 

I) Le premier est de toute évidence de travailler sur un organisme pour lequel il est 

facile d’induire des Dauermodifikations en laboratoire. Un modèle avec temps de 

génération court offrirait également l’opportunité d’étudier si les phénotypes induits et les 

modifications épigénétiques possiblement liés sont transmissibles à la descendance 

II) Un autre aspect particulièrement important est la possibilité d’obtenir des 

individus génétiquement identiques (clonaux). Ce point est essentiel pour être en mesure 

de se concentrer strictement sur l’épigénétique en éliminant les variations génétiques. La 

séquence d’ADN en elle-même peut avoir un impact en cis sur les modifications 

épigénétiques (Davidson 2010). De plus, il devient alors beaucoup plus compliqué d’établir 

un lien direct entre des phénotypes induits par l’environnement et les implications 

respectives de la génétique et de l’épigénétique. En utilisant des organismes ayant une 

phase de multiplication asexuée, clonale, on réduit au maximum les variations génétiques 

inter-individus et donc leur possible impact sur le phénotype. Certains travaux ont montré 

une part d’hétérogénéité chez des individus théoriquement clonaux (Zhou et al. 2000; 

Bayne & Grevelding 2003; Saravanan & Godhe 2010; Li et al. 2015), mais l’impact sera 

toutefois limité et beaucoup plus facilement mesurable. 

III) Les espèces en interactions symbiotiques font de bons modèles pour l’étude de 

l’évolution adaptative. Les deux partenaires, co-évoluant ensemble pour maintenir leur 

relation, sont en général réactifs aux changements environnementaux à cause de la forte 

pression évolutive qui pèse sur eux (Paracer & Amhadjian 2000; Thrall et al. 2007; Tellier et 

al. 2014). Les deux extrêmes des relations symbiotiques, mutualismes et parasitismes font 

donc un bon contexte pour observer l’impact de changement d’environnement, car les 

deux partenaires doivent être en mesure de réagir rapidement pour maintenir la relation.  

Deux modèles étudiés dans mon laboratoire d’accueil remplissent ces trois 

conditions : le parasite humain Schistosoma mansoni, et le corail tropical Pocillopora 

damicornis.  
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I.3. Schistosoma mansoni, un parasite humain 

I.3.1. Description du modèle 

I.3.1.1. Cycle de vie 

Schistosoma mansoni est un parasite Plathelminthe (vers plat) Trematoda (appareil 

digestif avec cæcum) ayant un cycle de vie dixène gonochorique (déterminisme sexuel 

chromosomique), avec deux hôtes obligatoires et successifs (Figure 18). On retrouve un 

hôte intermédiaire mollusque d’eau douce, du genre Biomphalaria, dans lequel le parasite 

se multiplie de façon asexuée, et un hôte définitif vertébré (rongeur ou primate, incluant 

l’espèce humaine) à l’intérieur duquel aura lieu une reproduction sexuée. Le parasite 

traverse ainsi trois environnements notables durant son cycle de vie : organismes des hôtes 

intermédiaires et définitifs, et milieu aquatique dulçaquicole. 

 
Figure 18: Cycle de vie de Schistosoma mansoni, avec les deux hôtes utilisés en laboratoire, le mollusque 
Biomphalaria glabrata et la souris Mus musculus. Photos tirées de sciencephoto.com. 
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Ce cycle commence lorsque des œufs, libérés dans les matières fécales de l’hôte 

définitif, entrent en contact avec l’eau douce. À l’intérieur des œufs se trouvent une 

première larve natatoire, le miracidium. Elle est entièrement formée lors de la ponte et ne 

nécessite pas de développement supplémentaire à l’intérieur de l’œuf. La différence de 

pression osmotique entre le corps de l’hôte définitif et l’eau douce induit l’éclosion du 

miracidium. Ce dernier part à la recherche d’hôtes mollusques du genre Biomphalaria. Une 

fois trouvé, le miracidium traverse le tégument de l’hôte, perd ses plaques ciliées, et 

entame une transformation vers un premier stade intramolluscal, nommé sporocyste 

primaire (Sp1, ou sporocyste mère). Durant une dizaine de jours, le Sp1 génère des 

centaines de sporocystes secondaires (Sp2, ou sporocystes filles) qui migrent vers 

l’hépatopancréas du mollusque. Le développement des Sp2 est associé à une perte 

complète de fertilité du mollusque. Chaque sporocyste secondaire produit durant son 

existence plusieurs centaines de cercaires, une seconde larve natatoire. Le processus de 

multiplication asexuée dans l’hôte mollusque est très efficace, puisqu’un seul miracidium 

peut être la source de plusieurs milliers de cercaires (Theron 1986). Vingt-huit à trente-cinq 

jours sont nécessaires entre l’infection par le miracidium et l’émission des premières 

cercaires. Un mollusque infecté peut émettre des cercaires pendant plusieurs mois avant 

de mourir.  

Une fois émises par les sporocystes, les cercaires migrent dans les tissus du 

mollusque pour atteindre l’eau. L’espérance de vie d’une cercaire ne dépasse que 

rarement 24h et son infectivité est limitée à quelques heures durant lesquelles elle cherche 

activement un hôte vertébré (Théron & Pointier 1985). La queue bifide se scinde de la tête 

lors de la pénétration du parasite, et seule cette dernière traverse le derme de l’hôte, ce qui 

initie sa transformation en schistosomule.  

La schistosomule, un autre stade larvaire, rejoint la circulation sanguine et atteint le 

cœur après 24h. Elle entame ensuite une migration vers les poumons qu’elle atteint 5 à 7 

jours après la pénétration, puis la veine porte hépatique après 15 jours. C’est lors de ces 

étapes qu’apparaît le dimorphisme sexuel et c’est à cet endroit que s’effectue 

l’appariement entre mâles et femelles. Le couple se déplace ensuite vers les veines 

mésentériques, où il restera jusqu’à sa mort. La durée de vie d’un couple adulte n’est pas 

connue avec exactitude, mais il est suspecté qu’il puisse survivre plusieurs années (Coura 
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et al. 1974). La femelle se loge à l’intérieur du canal gynécophore du mâle et n’en sort que 

pour rejoindre les veines capillaires mésentériques où elle effectue sa ponte, qui peut se 

chiffrer à 300 œufs quotidiennement. Les œufs sont dotés d’un éperon latéral qui leur 

permet de franchir la paroi intestinale et d’être expulsés avec les fèces. La position de 

l’éperon permet d’ailleurs de différencier S. mansoni des autres espèces de schistosomes 

humains. Il faut compter au minimum 32 jours post-infection avant la ponte des premiers 

œufs. Les adultes mâles font environ 10 mm de longueur, pour 10 à 14 mm pour les femelles 

(Bogitsh et al. 2013). 

 

I.3.1.2. La bilharziose, maladie tropicale négligée aux lourdes conséquences 

Schistosoma mansoni est responsable de la bilharziose, ou schistosomiase 

intestinale. Cette maladie parasitaire afflige 67 millions de personnes dans le monde (plus 

de 200 millions pour toutes les formes de schistosomiases), principalement en Afrique, 

Amérique du Sud, Caraïbes et Moyen-Orient (Oliveira et al. 2004; King 2010) (Figure 19). La 

maladie est fréquente dans les zones rurales sans assainissement des eaux usées, et les 

plans d’eau contenant des matières fécales humaines sont à haut risque infectieux. 

 

Figure 19 : Répartition géographique des différentes espèces de schistosomes infectieuses pour l’homme. 
Figure tirée de Gryseels et al. (2006). 
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La principale cause de la pathologie résulte de l’enkystement des œufs dans 

différents tissus de l’hôte. Environ la moitié des 300 œufs pondus quotidiennement par une 

femelle adulte ne traverse pas la paroi intestinale pour rejoindre le milieu extérieur, et est 

coincée dans les tissus adjacents ou happée par la circulation sanguine et filtrée par le 

système porte hépatique. Au niveau de l’intestin et du foie, l’accumulation d’œufs induit 

une réaction hyper-inflammatoire provoquée par un afflux d’éosinophiles, de macrophages 

et de lymphocytes, ce qui se traduit localement par l’apparition de granulomes. La 

réversibilité des symptômes inflammatoires provoqués par les œufs dépend de la charge 

parasitaire et du délai de traitement de l’individu. Si l’infection persiste, la pathologie peut 

dégénérer en fibrose hépatique et hépatosplénomégalie. Il existe une forme aigüe de la 

maladie, nommée fièvre de Katayama, susceptible d’apparaître trois à six semaines après 

l’infection. Cette forme virulente n’est cependant pas la plus courante (Jensen et al. 1995; 

Jamison et al. 2006). 

Les infections à S. mansoni sont rarement mortelles en tant que telles, mais ont un 

impact socio-économique lourd sur les populations touchées (King 2010). Le praziquantel 

est actuellement l’unique traitement plébiscité contre la schistosomiase. Cette molécule est 

efficace sur les vers adultes, et deux doses de 40 à 60 mg/kg de poids de l’hôte, séparées 

par un mois d’intervalle permettent une guérison dans plus de 90% des cas (Ferrari et al. 

2003). D’autres schistosomicides, tels que le niridazole, l’hycanthone et l’oxaminiquine ont 

été utilisés au cours du siècle dernier, mais ont tous été abandonnés par manque 

d’efficacité, du fait d’une toxicité trop importante pour l’hôte, ou de l’apparition de 

résistance chez le parasite (da Rocha Pitta et al. 2013). De multiples campagnes de 

traitements massifs ont eu lieu en Afrique et au Brésil dans le but d’endiguer la progression 

de la maladie, mais la réinfection rapide et élevée des populations locales reste un 

problème majeur (Parker & Allen 2011). Un autre problème est la découverte de certaines 

souches de S. mansoni résistantes au praziquantel (Ismail et al. 1994; Gryseels et al. 2001; 

Couto et al. 2011). Bien que ce phénomène ne semble pas pour l’instant très répandu sur le 

terrain (Greenberg 2013), il reste préoccupant et met en avant la nécessité de mieux 

comprendre par quels mécanismes le parasite arrive avec une telle efficacité à contourner 

les traitements. De plus, les stratégies vaccinales développées jusqu’à aujourd’hui ont 

toutes été soldées par des échecs. Certains vaccins candidats ont montré en laboratoire 

une protection contre certaines souches du parasite, mais se sont systématiquement 
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montrés inefficaces à grande échelle (McManus & Loukas 2008; Siddiqui et al. 2014). 

L’adaptabilité rapide du parasite aux différentes tentatives de traitements ou de 

préventions mérite une attention particulière.  

I.3.2.3. Plasticité environnementale, de possibles Dauermodifikations? 

S. mansoni a la spécificité d’être une espèce très plastique, en particulier par sa 

capacité d’infection d’une grande diversité d’hôtes. Chez l’hôte intermédiaire du genre 

Biomphalaria, au moins 18 espèces, vivant dans des aires géographiques variées, sont 

connues pour permettre le développement larvaire du parasite (DeJong et al. 2001). Les 

espèces les plus notables sont B. alexandrina (Égypte), B. pfeifferi (Afrique tropicale, 

subtropicale et Moyen-Orient) et B. glabrata (Amérique du Sud et Caraïbes). Au niveau de 

l’hôte mammalien, une quarantaine d’espèces de rongeurs et de primates sont sensibles à 

S. mansoni (Martins 1957). De manière surprenante, ce parasite est capable d’infecter en 

laboratoire des hôtes vertébrés avec lesquels il n’est jamais en contact en milieu naturel : 

souris (Mus musculus), rat du Nile (Arvicanthis niloticus) ou hamsters (Mesocricetus auratus) 

(Martins 1957). Le large éventail d’hôtes, tant intermédiaires que définitifs, favorise la 

dispersion du parasite sur de longues distances et lui permet de facilement coloniser de 

nouveaux habitats. Un exemple de ce phénomène est l’introduction de S. mansoni en 

Amérique du Sud et aux Caraïbes au XVIIème siècle lors de la traite négrière. Les parasites, 

originaires d’Afrique et transportés par les esclaves, ont trouvé un nouvel hôte chez 

Biomphalaria glabrata, une espèce uniquement présente au Nouveau Monde (Morgan et 

al. 2001) et ayant divergé de Biomphalaria pfeifferi, l’hôte intermédiaire principal en Afrique, 

depuis plusieurs millions d’années (DeJong et al. 2001). Il a été mis en évidence que des 

changements au niveau des souches de l’hôte intermédiaire ont des répercussions 

phénotypiques, et plus spécifiquement sur des traits de vie (sex-ratio, croissance, 

prévalence, intensité, etc.) du parasite en développement (Dias et al. 1988a; b; Lepesant et 

al. 2013; Theron et al. 2014). Des travaux effectués par l’unité de recherche UMR 5244 IHPE 

laissent penser que certains de ces phénotypes puissent être transgénérationnels. 

L’environnement direct du parasite étant le corps de son hôte, il n’est pas surprenant que 

des modifications du second aient un impact sur le premier. Quelques pistes indiquent que 

des mécanismes épigénétiques sont impliqués dans l’adaptation de S. mansoni à ses 

hôtes. 
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Un autre exemple de plasticité phénotypique induit par l’environnement a été décrit 

par Jansma et al. (1977). Alors qu’il travaillait sur l’hycanthone, une molécule antihelminthe 

brièvement utilisée pour traiter la schistosomiase, Jansma remarqua l’apparition d’une 

résistance métastable chez certaines souches de S. mansoni. La métastabilité signifie que 

la proportion d’individus résistants ou sensibles est hautement fluctuante d’une génération 

à l’autre, et ne correspond pas à ce que l’on attend d’une héritabilité mendélienne. Dans sa 

publication de 1977, il décrit trois méthodes pour induire cette résistance : en récupérant la 

progéniture de vers adultes après l’administration chez l’hôte rongeur d’une dose sous-

curative d’hycanthone (3-60 mg/kg, la dose curative tuant >90% des vers adultes étant 80 

mg/kg) 54 à 70 jours après l’infestation cercarienne (Type I), 27 à 29 jours après l’infestation 

quand les vers sont encore à un stade immature (Type II) et à partir d’hôtes infestés par des 

cercaires d’un seul sexe et, 2 à 58 semaines plus tard, par les cercaires du sexe opposé 

(Type III). Dans les trois cas, les parents sont susceptibles à la molécule thérapeutique alors 

qu’un fort pourcentage de la descendance survit à l’administration d’une dose curative 

d’hycanthone. La résistance a été observée comme métastable à différents degrés (en 

fonction du type d’induction utilisé) sur 10 à 21 générations. Les changements de la 

proportion d’individus résistants au sein de la population peuvent être drastiques, passant 

de 100% à moins d’un quart, et remontant ensuite à 90%, en l’espace d’une poignée de 

générations. Ainsi, l’héritabilité de ce phénotype ne semble pas suivre les règles classiques 

de la génétique mendélienne. Jansma a émis des hypothèses sur un possible phénomène 

héritable que l’on pourrait aujourd’hui associer à des modifications épigénétiques.  

 

I.3.4. État de l’art des connaissances épigénétiques chez S. mansoni 

L’épigénome de S. mansoni est en phase d’exploration. La présence de la 

méthylation de l’ADN est controversée. Elle serait globalement très faible et limitée à une 

fenêtre développementale très ciblée, mais il semblerait qu’elle joue un rôle au niveau de 

l’oviposition (Fantappié et al. 2001; Geyer et al. 2013; Raddatz et al. 2013). Les annotations 

du génome et du transcriptome ont montré une structure très conservée des histones et 

des enzymes les modifiant (Berriman et al. 2010; Protasio et al. 2012). Sur ce point, mon 

laboratoire d’accueil a mis au point la technique d’immunoprécipitation de chromatine suivi 

de séquençage (ChIP-Seq) en ciblant des modifications d’histones, sur miracidia, cercaires 

et vers adultes (Cosseau et al. 2009; Cosseau & Grunau 2011). Plusieurs études ont 
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récemment été consacrées à la caractérisation des ARNs non-codants chez S. mansoni. 

Elles ont dressé un inventaire des micros ARNs (miRNA) chez cet organisme à différents 

stades de développement (Simões et al. 2011) et identifiant éventuellement leurs cibles (de 

Souza Gomes et al. 2011). D’autres ont mis en évidence des différences d’expression des 

miRNA entre mâles et femelles adultes (Marco et al. 2013). On note de nombreuses 

publications sur ces ARNs non-codants chez S. japonicum (Cai et al. 2013), suggérant leurs 

rôles dans la maturation sexuelle des femelles chez ce parasite (Sun et al. 2014), leurs 

cibles possibles (Sun et al. 2014) et révélant leur présence circulante dans l’organisme de 

l’hôte définitif (Zhu 2015). 

Un pan important de l’interaction de compatibilité/incompatibilité avec les hôtes 

mollusques est sous contrôle épigénétique. Bien que leur action exacte reste encore à 

éclaircir, les SmPoMucs (Schistosoma mansoni polymorphic mucins) sont des 

intermédiaires essentiels au succès d’infection de l’hôte intermédiaire. Cette famille de 

gènes est exprimée au moment de la pénétration dans le mollusque sous la forme de 

variants très divers d’un miracidium à un autre (Roger et al. 2008). Des différences 

génétiques existent entre les promoteurs de ces gènes, mais ne suffisent pas à expliquer la 

grande diversité d’expression observée. On retrouve par contre des structures 

chromatiniennes très conservées et héritées de manière non mendéliennes qui peuvent 

expliquer les différences d’expressions entre individus (Perrin et al. 2013; Fneich 2014). 

D’autres expériences avec la trichostatine A (TSA), un inhibiteur d’histones déacétylases, 

permettent d’observer un changement vers une structure euchromatique au niveau des 

gènes SmPoMucs. Cela se traduit par une forte augmentation de la diversité de 

l’expression de ces protéines chez les miracidia (contre seulement quelques variants sans 

l’ajout de TSA) (Cosseau et al. 2010). 

L’étude des mécanismes épigénétiques chez S. mansoni vise aussi le 

développement de nouvelles molécules thérapeutiques (Cabezas-Cruz et al. 2014). Par 

exemple, l’histone déacétylase 8 du parasite (smHDAC8) est essentielle à la survie des 

schistosomes. Sa structure étant notablement différente de celle des vertébrés, cela en fait 

un bon candidat pour des inhibiteurs ciblant le parasite, mais n’ayant pas d’effets sur son 

hôte (Marek et al. 2013). 
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I.3.5. Précédentes expériences et résultats 

Avant mon arrivée en thèse, l’équipe de Christoph Grunau (laboratoire UMR 5244 

IHPE) avait initié plusieurs expériences visant à observer si certains changements de 

conditions environnementales (écologiquement réalistes) pouvaient induire des 

phénotypes héritables chez S. mansoni, et leurs liens avec des changements de la 

structure chromatinienne. Ces travaux visaient à établir des profils de quelques 

modifications d’histones, à l’échelle du génome, sur plusieurs stades développementaux.  

I.3.5.1. Impact de la souche d’hôte intermédiaire sur le développement parasitaire 

Une première expérience (Figure 20) était destinée à observer l’impact de 

différentes souches d’hôtes intermédiaires (mollusques) sur l’épigénome de S. mansoni. 

Cette expérience a été réalisée dans le cadre de la thèse de Julie Lepesant (Lepesant 

2012). Des miracidia d’un isola brésilien (SmBre) maintenus de manière consanguine depuis 

les années 1960 ont été utilisés pour infecter deux souches de B. glabrata avec des 

origines géographiques distinctes: une souche sympatrique du Brésil (BgBre) et une souche 

allopatrique de Guadeloupe (BgGua).  

 
Figure 20 : Représentation graphique du schéma expérimental de la première expérience sur l’effet de l’hôte 
intermédiaire sympatrique/allopatrique. Le ChIP-Seq a été effectué sur les cercaires de troisième génération. 
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La souche SmBre a été sélectionnée à l’époque à cause de son apparente très faible 

diversité génétique, basée sur l’absence de polymorphisme sur quatorze marqueurs 

microsatellites neutres. Cette très faible diversité offre un contexte favorable à l’étude des 

modifications épigénétiques. C’est également une lignée pure concernant sa norme de 

réaction, c’est à dire que tous les individus de cette souche réagissent de la même manière 

aux changements environnementaux auxquels ils ont été soumis expérimentalement (ce 

qui n’est évidemment pas exhaustif). Des travaux ultérieurs sur cette souche montreront 

néanmoins qu’il existe une certaine variabilité génétique au sein de la population, certes 

très faible, mais tout de même non négligeable (Clément et al. 2013) (Annexe 1). Son 

développement chez les deux hôtes mollusques présente des différences de certains traits 

de vie, en particulier pour la prévalence (ratio d’hôtes infectés/sains), l’intensité (nombre 

moyen de parasites au sein d’un hôte) et le sex-ratio (proportion de cercaires 

mâles/femelles produite dans la population) (Lepesant et al. 2013; Theron et al. 2014). En 

condition allopatrique, la proportion de cercaires femelles est systématiquement plus 

élevée (66%) qu’en condition sympatrique (50%), et persiste sur plusieurs générations du 

parasite (Lepesant et al. 2013). Les cercaires émises par les deux souches de mollusques 

allopatriques et sympatriques ont été collectées et étudiées par immunoprécipitation de la 

chromatine suivie d’un séquençage massif de l’ADN précipité (ChIP-Seq) par la technologie 

Illumina single-end 50 bp. Cette approche à l’échelle du génome, permet l’identification de 

séquences d’ADN interagissant avec des modifications d’histones précises (ciblées par des 

anticorps spécifiques). Quatre modifications d’histones ont été étudiées. Deux sont 

généralement associées à une structure euchromatique (triméthylation de la lysine 4 sur 

l’histone H3 [H3K4me3] & acétylation de la lysine 4 sur l’histone H3 [H3K9Ac]) et deux 

autres à une structure hétérochromatique (triméthylation de la lysine 9 sur l’histone H3 

[H3K9me3] & triméthylation de la lysine 27 sur l’histone H3 [H3K27me3]). Un contrôle 

négatif sans anticorps est aussi effectué. En parallèle, l’ARN messager des cercaires a été 

extrait, et séquencé par la technologie Illumina (RNA-Seq, single-end 100bp). L’objectif du 

RNA-Seq était d’identifier des gènes différentiellement exprimés entre les conditions 

allopatriques et sympatriques, et éventuellement les corréler à des modifications de la 

structure chromatinienne. Ces procédures ont été répétées sur trois générations du 

parasite. Au début de ma thèse, les résultats de ChIP-Seq de la troisième génération et de 

RNA-Seq des trois générations étaient disponibles. 
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À l’échelle du génome, une centaine de différences de modifications d’histones ont 

été identifiées. La majorité des variations a été observée avec H3K4me3 (voir Figure 21 

pour un exemple), une marque généralement présente sur des gènes compétents à la 

transcription, et H3K27me3 qui est associée à des régions d’hétérochromatine facultative 

et à la répression de la transcription (Berger 2007). Aucune corrélation directe entre 

l’intensité des marques d’histones et le niveau de transcription n’a été mise en évidence. 

Cette première approche a tout de même montrée que des changements de structure 

chromatinienne peuvent être associés à des environnements différents (dans ce cas ci, des 

hôtes différents). Ces différences de marques chromatiniennes ont été observées sur un 

seul stade développemental, avec un seul réplica biologique et à partir de pool de miracidia 

smBRE. Cela soulève trois questions majeures : (I) Ces différences sont-elles ciblées ou 

aléatoires (II) sont-elles transmises au stade développemental suivant et (III) dépendent-

elles des différences génétiques existant entre les individus? Une de mes motivations à 

poursuivre ces travaux provient du biais de sex-ratio observé (Lepesant et al. 2013) dans les 

populations allopatriques. Il montre qu’il y a bien un effet de l’environnement sur le parasite, 

mais empêche de conclure sur l’origine des différences de structures chromatiniennes 

observées entre condition allopatrique et sympatrique. Sont-elles vraiment induites par 

l’environnement, ou s’agit-il de changements sexe-spécifiques que l’on observe à cause de 

l’enrichissement en femelle dans les mollusques BgGua? 

 
Figure 21 : Exemple de différence pour H3K4me3 entre les deux conditions expérimentales à une position 
génomique donnée. La piste « transcripts » illustre des données de RNA-Seq chez les cercaires, avec les 
exons en gras et les introns en ligne mince pour chaque transcrit. La deuxième piste correspond à la position 
de la marque H3K4me3 dans la condition sympatrique, et la troisième piste, la même marque dans la 
condition allopatrique. Intensité et forme des pics montrent un enrichissement différent de cette marque entre 
les deux conditions, ce qui pourrait s’expliquer biologiquement par des isoformes de transcrits différentes 
dans les deux conditions. 
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I.3.5.2. Résistance induite à un schistosomicide 

Dans un deuxième temps, d’autres expériences effectuées au cours du doctorat de 

Julie Lepesant sous l’encadrement de Christoph Grunau ont permis d’initier l’étude du 

phénomène de résistance à l’antihelminthe hycanthone. Cette molécule, dont la structure et 

le mode d’action sont proches d’un autre schistosomicide (l’oxamniquine), a été brièvement 

utilisée dans les années 70 avant d’être abandonnée à cause de sa toxicité chez l’être 

humain (Galdino da Rocha Pitta 2013). Plusieurs publications ont signalé que l’exposition à 

des doses sous-curatives d’hycanthone (insuffisantes pour tuer la majorité des vers adultes) 

sous forme d’injection dans l’hôte vertébré murin induisait une résistance à cette molécule 

chez la progéniture des parasites exposés (Jansma et al. 1977; Brindley & Sher 1987; 

Brindley et al. 1989). La résistance était décrite comme métastable, c’est-à-dire ne suivant 

pas les règles de l’héritabilité mendélienne, et était extrêmement fluctuante d’une 

génération à l’autre. Deux autres méthodes d’induction de résistance relativement 

similaires, menant également à une résistance métastable, ont été documentées (Jansma et 

al. 1977). Ces travaux n’ont cependant pas pu être reproduits par toutes les équipes 

travaillant sur ce phénomène (Dias & Oliver 1986; Cioli et al. 1992), et il est possible que 

seules certaines souches (ou génotypes) du parasite soient susceptibles à cette induction 

de résistance à l’hycanthone. 

La métastabilité du phénotype de résistance, ainsi que sa capacité d’induction par 

de faibles doses d’hycanthone, en faisait un bon candidat pour l’étude de modifications 

épigénétiques. Pour explorer cette possibilité, nous avons travaillé avec une souche du 

laboratoire pour laquelle nous avions observé cette induction de résistance à l’hycanthone. 

Des cercaires issues d’une infestation mono-miracidiale (un seul miracidia par mollusque, 

donc toutes les cercaires émises sont génétiquement identiques) ont été utilisées pour 

infecter cinq souris. Les souris ont été traitées avec une dose sous-curative d’hycanthone 

de 60 mg/kg, telle que décrite dans Jansma et al. (1977) et les vers survivants ont été 

collectés. Cette expérience a été faite à partir des cercaires issues de cinq mollusques 

infectés séparément (donc cinq génotypes de S. mansoni). Des analyses de ChIP-Seq, 

ciblant les mêmes quatre marques décrites dans la précédente expérience sur l’effet de la 

souche d’hôte intermediaire (H3K4me3, H3K9Ac, H3K9me3, H3K27me3), ont été réalisées 

sur les vers survivants au traitement à l’hycanthone, ainsi que sur des vers adultes 

contrôles. Ces résultats ont été analysés et interprétés dans le cadre de mon doctorat.  
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I.4. Le corail tropical Pocillopora damicornis 

I.4.1 Description du modèle 

I.4.1.1. Caractéristiques biologiques et cycle de vie 

Pocillopora damicornis, aussi appelé corail chou-fleur ou encore corail verruqueux 

(Figure 22 A), est une espèce répandue de corail scléractiniaire (corail dur) du phylum des 

cnidaria. Il forme des colonies sessiles n’excédant généralement pas 30 cm de hauteur. Les 

colonies sont composées d’individus génétiquement identiques, les polypes, et croissent 

par multiplication asexuée de ces derniers. Comme plusieurs autres espèces du même 

genre, il est caractérisé par la présence de corallites (niches squelettiques dans lesquelles 

sont logés les polypes) de tailles constantes (environ 3 mm de diamètres) et dont la forme 

rappelle des verrues, répartis de manière irrégulière sur les branches. P. damicornis est un 

organisme diploblastique (ne possédant que deux feuillets embryonnaires : endoderme et 

ectoderme) et bénéficie d’une morphologie relativement simple (Figure 22 B).  

 

Figure 22 : (A) Colonie de Pocillopora damicornis. Photographie de Kelly Brener-Raffalli. (B) Morphologie d’un 
polype corallien au sein d’une colonie. Figure tirée de britannica.com.  

 

On y retrouve un pied contenant une cavité digestive, surmontée d’un disque oral 

pourvu de tentacules (présentes en multiples de 6). Les tentacules sont couverts de 

cnidocystes, des cellules éjectant, lors d’un contact physique, un filament urticant à la 

manière d’un harpon. Ils servent à chasser des proies planctoniques. Durant sa croissance, 

la colonie génère un exosquelette rigide d’aragonite (cœnostéum), une forme de carbonate 
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de calcium. Les polypes sont reliés entre eux sur le squelette par le cœnosarc. La 

croissance fluctue selon les origines géographiques des souches, allant de 9 mm par an 

dans certains récifs australiens et jusqu'à 54 mm par an à Panama (Hughes et al. 2015).  

C’est une espèce hermaphrodite simultanée de type « brooder » (fécondation interne 

et libération d’une larve dite planulæ déjà formée). Elle peut exceptionnellement avoir des 

phases « broadcaster » avec fécondation externe après libération des gamètes mâles et 

femelles dans la colonne d’eau (Figure 23 A) (Ward 1992). Les libérations de planulæ sont 

mensuelles et peuvent avoir lieu toute l’année, en fonction de la température de l’eau (Fan 

et al. 2002). La planulæ connaît une courte phase pélagique avant de se fixer sur un 

substrat pour se développer en polype, puis former une colonie. Une grande diversité de 

modes de multiplication asexuée est connue chez P. damicornis (Figure 23 B).  

 

Figure 23 : Modes de reproduction connus chez P. damicornis. (A) On peut distinguer deux grand types de 
reproduction sexuée : par fertilisation externe (broadcasters) et interne (brooders). Dans le premier cas, les 
gamètes mâles et femelles sont libérés dans la colonne où la fécondation à lieu. L’œuf fécondé se 
développera en larve planula. Dans le second, seules les gamètes mâles sont expulsés et la fécondation est 
interne. Des planulæ seront ensuite libérées par les polypes. (B) Trois types de reproduction asexuée : 
bourgeonnement (un nouveau polype se développe à partir des tissus d’un autre), fragmentation (un fragment 
issu d’un bris accidentel d’une colonie se fixe sur un substrat et génère une nouvelle colonie) et 
fragmentation embryonnaire (un embryon formé par fertilisation externe se scinde en deux, qui se 
développeront en deux planulæ, puis deux polypes et finalement deux colonies). 

 

Au sein d’une colonie, la croissance se fait par bourgeonnement, qui est la 

génération d’un nouveau polype par division d’un polype existant (bourgeonnement intra-

tentaculaire) ou développement sur des tissus adjacents (bourgeonnement extra-

tentaculaire). Le polype nouvellement formé peut aussi se détacher sous son propre poids 

et générer une colonie fille (Kramarsky-Winter et al. 1997). Un fragment brisé d’une colonie 

(souvent par l’action des vagues) peut se fixer sur un substrat et croître en une nouvelle 
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colonie (Harrison 2011). Les embryons sont également sensibles aux perturbations 

hydrodynamiques et peuvent se fragmenter sous l’effet de vagues. Les fragments 

d’embryons peuvent ensuite se développer en planulæ et continuer leur cycle de vie 

normalement (Heyward & Negri 2012). Une expulsion de polypes est susceptible de se 

produire sous l’effet d’un stress environnemental ou d’une pression de prédation. Un 

polype d’une colonie peut se décrocher et se laisser dériver pour se fixer plus loin. La 

colonie mère ne survit et ne guérit habituellement pas (Sammarco 1982). Finalement, chez 

quelques brooders, des œufs non-fécondés peuvent se développer en planulæ 

parthénogénétique, avant d’être libérées dans la colonne d’eau (Harrison 2011).  

P. damicornis est un corail hermatypique, ce qui signifie qu’il entretient une relation 

symbiotique mutualiste avec des zooxanthelles (dinoflagellés photosynthétiques du genre 

Symbiodinium) présentes à l’intérieur des tissus. L’endosymbionte génère par autotrophie 

la majeure partie de l’énergie requise pour le processus de calcification, en échange du 

dioxyde de carbone et des composés azotés produits par le polype. Plusieurs clades de 

Symbiodinium peuvent coloniser P. damicornis, chacun d’entre eux ayant des spécificités 

physiologiques (Cooper et al. 2011). Par exemple, les Symbiodinium du clade C sont de 

bons producteurs photosynthétiques, mais sont sensibles au stress, alors que ceux du 

clade D sont moins efficaces, mais plus résistants au stress environnemental. 

 

I.4.1.2. Distribution géographique 

L’espèce est native des régions tropicales et subtropicales des océans Indien et 

Pacifique (Figure 24). Elle est abondante le long des côtes de l’Afrique de l’Est et de la Mer 

Rouge, dans les mers du Japon et de l’Indonésie, en Polynésie, Australie, Golfe d’Oman, et 

sur la partie Ouest de l’Amérique Centrale (IUCN 2014). L’espèce est présente, mais rare, au 

niveau des récifs de l’Équateur, du Mexique et des îles Revillagigedo, et a presque 

complètement disparue des îles Cañao, de Panama et de l’archipel des Galapagos suite à 

l’évènement El Niño de 1982/1983 (IUCN 2014). Elle est principalement distribuée à faible 

profondeur. Très courante entre 1 et 15 m, on la retrouve rarement à plus de 18-20 m 

(Spalding et al. 2001). Ce corail s’accommode relativement bien à la sédimentation et une 

faible salinité (dans les estuaires ou mangroves par exemple), mais est sensible à 

l’hydrodynamie. L’espèce a besoin d’agitation, mais pas excessive (Spalding et al. 2001). 
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Figure 24 : Distribution des récifs de Pocillopora damicornis (en jaune). Figure tirée de IUCN (2014). 

 

I.4.1.3. Importance écologique et économique 

P. damicornis est un important architecte des récifs coralliens. Étant une espèce 

compétitrice et avec un rapide taux de croissance, elle joue un rôle crucial dans l’écologie 

de ces environnements, entre autres en fournissant un habitat complexe et diversifié. Les 

récifs coralliens sont considérés comme étant des écosystèmes clefs caractérisés par une 

très forte biodiversité, plus importante que celle de la forêt amazonienne et estimée à plus 

de 950 000 espèces (Hughes et al. 2002). Ils ont une grande importance au niveau des 

industries de la pêche et du tourisme, et offrent une protection contre l’érosion des côtes 

(Hughes et al. 2002). Nombre d’entre eux sont menacés par le réchauffement climatique et 

d’autres facteurs anthropiques (Hoegh-Guldberg et al. 2007; Hoegh-Guldberg 2011). 

 

I.4.1.4 Plasticité environnementale : thermotolérance 

Comme la plupart des coraux hermatypiques, P. damicornis est sensibles aux 

perturbations climatiques. Si la température de l’eau dépasse un seuil de tolérance, 

spécifique à chaque espèce, cela induit un phénomène de blanchissement (Figure 25). Il 

s’agit de l’expulsion des zooxanthelles endosymbiotiques par les polypes. Sans sa source 
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d’énergie principale, l’hôte cnidaire peut survivre de quelques jours à quelques semaines 

par hétérotrophie, en chassant des proies planctoniques. Cependant, si la température de 

l’eau ne redescend pas sous le seuil de tolérance, permettant la recolonisation des 

zooxanthelles, la colonie corallienne finira par mourir. En fonction de leur répartition 

géographique, tous les récifs de P. damicornis n’ont pas les mêmes températures optimales 

de croissance et ne sont pas soumis aux mêmes niveaux de fluctuations annuelles de 

température (Palumbi et al. 2014), ce qui montre une certaine plasticité de l’espèce. 

 

Figure 25 : Effet de l’augmentation de la température de l’eau sur P. damicornis. Le stress thermique induit un 
blanchissement, i.e. l’expulsion des Symbiodinium par les polypes. Photographies de Kelly Brener-Raffalli. 

 

Des travaux effectués par Jérémie Vidal-Dupiol au sein du laboratoire UMR 5244 

IHPE (Vidal-Dupiol 2011; Vidal-Dupiol et al. 2011) ont mis en évidence une plasticité dans la 

résistance au stress thermique chez P. damicornis (Figure 26). Des colonies filles issues 

d’une colonie mère (donc toutes génétiquement identiques) ont été soumises à un stress 

thermique écologiquement réaliste induisant un blanchissement immédiat une fois le seuil 

de tolérance dépassé. Les colonies blanchies ont ensuite été mises en rétablissement 

pendant une année, permettant la recolonisation par Symbiodinium, avant de subir un 

second stress thermique identique. Cette fois ci, les coraux ont résisté 4 à 6 jours avant de 

blanchir. Suivant une nouvelle période de rétablissement d’un an, un troisième et dernier 

stress thermique a été imposé aux colonies. Le blanchissement n’est alors apparu que 14 à 

18 jours après le début du stress. Dans la littérature, une expérience de transplantation sur 

le corail Acropora hyacinthus entre deux localités aux conditions climatiques différentes a 

montré que les colonies s’adaptent à leurs nouvelles conditions environnementales en 

quelques années et deviennent moins sensibles au blanchissement (Palumbi et al. 2014).  
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Figure 26: Schéma expérimental d’induction thermotolérance chez P. damicornis. Des colonies saines ont été 
soumises à un stress thermique écologiquement réaliste induisant le blanchissement. Elles ont ensuite été 
laissées en rétablissement pendant un an avant d’être confrontées à nouveau au même stress. Une nouvelle 
période de rétablissement et un troisième stress ont complété l’expérience. Après chaque stress, les colonies 
ont résisté plus longtemps au stress suivant avant de blanchir. Photographies de Kelly Brener-Raffalli. 

 

I.4.2. État de l’art des connaissances épigénétiques chez P. damicornis 

La littérature sur l’épigénome de P. damicornis, ou des coraux scleractiniaires en 

général est quasi inexistante. Au début de ma thèse, des résultats de transcriptomique 

montraient que des orthologues d’enzymes interagissant avec la chromatine existent chez 

cette espèce (Vidal-Dupiol, communication personnelle), que ce soit au niveau de la 

méthylation des cytosines ou des modifications d’histones. Le génome de P. damicornis a 

été séquencé, assemblé et annoté par notre laboratoire durant la période couvrant mon 

doctorat. Il est de taille moyenne, environ 325 mb. Pour Symbiodinium, son génome 

séquencé par Shoguchi et al. (2013) est assez gros (environ 3 000 mb), comporte un fort 

taux de 5-méthylcytosone et ne contient ni histones, ni nucléosomes (Hackett et al. 2005). 

Un des défis relié à l’étude de l’épigénome du corail consiste à séparer le matériel 

biologique du cnidaire de celui de Symbiodinium. À cause de la différence de taille entre 

les génomes de l’endosymbionte et de l’hôte, une contamination par un seul Symbiodinium 

apporte autant d’ADN que dix cellules de P. damicornis. Ma contribution dans ce projet 

sera de mettre au point une technique d’isolation des noyaux et de la chromatine de P. 

damicornis. Selon l’efficacité de cette technique, une approche d’étude du méthylome par 

séquençage bisulfite, ou d’analyse des modifications d’histones par ChIP-Seq (ou les deux) 

sera effectuée. Tel que mentionné précédemment, les dinoflagellés (dont fait partie 

Symbodinium) sont les seuls eucaryotes connus dépourvus d’histones (Rizzo 2003). Cette 

caractéristique offre un aspect pratique dans l’éventualité où l’isolation des noyaux de P. 

damicornis ne soit pas concluante, et que seule une approche ChIP-Seq soit décidée.  
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I.5. Objectifs de la thèse 

I.5.1. Hypothèses et objectifs généraux 

S’il commence à être évident qu’il existe des liens entre stimuli environnementaux, 

plasticité phénotypique et modifications de la structure chromatinienne, nous sommes 

encore loin d’appréhender comment ces liens sont établis au niveau moléculaire. Un 

second problème est d’être capable de bien mesurer les implications respectives des 

codes génétiques et épigénétiques, les deux étant étroitement liés. Mon but au 

commencement de cette thèse était de mieux explorer les liens entre des phénotypes 

induits par l’environnement (Dauermodifikations) et des modifications de la structure 

chromatinienne. Je pouvais voir plusieurs hypothèses pouvant expliquer mes observations 

et celles de la littérature sur les Dauermodifikations. (I) On peut premièrement supposer 

que l’environnement a un effet ciblé sur un caractère donné, et qui s’expliquera par une 

modification bien définie de la structure chromatinienne. Pour donner une illustration 

(fictive) très simple, un changement toujours identique d’une condition environnementale 

ira activer/inactiver l’expression d’un ou de plusieurs gènes (toujours les mêmes) et 

produira un phénotype adaptatif. Il est alors intéressant de regarder au sein d’une 

population si tous les individus répondent de la même manière à ce stimulus, peu importe 

leur génotype, et sinon quel est l’impact de ce dernier (en supposant, pour l’exemple, que 

le ou les gènes de réponse ne varient pas au sein de la population, mais que ce soit leur 

seule expression ou répression qui soit en jeu). (II) On peut aussi imaginer que 

l’environnement provoque des épimutations aléatoires, générant des phénotypes variés, et 

seuls les plus adaptatifs seraient sélectionnés. (III) À l’instar des mutations génétiques, il est 

aussi envisageable que ces épimutations aléatoires surviennent en permanence et que 

l’environnement ne soit pas inducteur, mais seulement agent de sélection sur les 

phénotypes provoqués par ces épimutations. (IV) Peut-être que ces épimutations aléatoires 

arrivent en temps normal, mais sont accrues par les stress environnementaux. (V) Il pourrait 

aussi s’agir de modifications d’ordre génétique qui n’auraient pas été détectées, et qui 

auraient éventuellement des effets en cis sur la structure chromatinienne. La question de 

l’héritabilité de ces Dauermodifikations se pose également. S’il s’agit de changement de la 

structure chromatinienne, dans quelle mesure sont-ils transmissibles à une descendance 

somatique ou méïotique?  
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J’ai résumé toutes les interrogations soulevées par ces hypothèses sous la forme de 

deux questions principales, deux objectifs scientifiques, qui constitueront le socle de mon 

travail de recherche lors de cette thèse : 

1. Les changements de structure chromatinienne observés entre des individus 

évoluant sous des conditions environnementales différentes sont-ils aléatoires, 

ciblés, ou les deux? 

2. Les modifications de la structure chromatinienne induites par un environnement 

changeant sont elles transmissibles mitotiquement/asexuellement et/ou au travers 

de la reproduction sexuée (méïotiquement)?  

 

Pour répondre à ces deux questions, j’ai mis au point des expériences afin de tester 

sans a priori les différentes hypothèses présentées plus haut, en explorant génomes et 

épigénomes sous l’influence de changements environnementaux. J’ai choisi deux modèles 

respectant les caractéristiques que j’ai définies pour l’étude des liens entre modifications 

épigénétiques et Dauermodifikations. Leurs caractéristiques principales sont la présence 

d’une période de multiplication clonale lors du cycle de vie, pour garder un fond génétique 

constant, et des espèces en interactions (mutualisme pour le P. damicornis et parasitisme 

pour S. mansoni) car pour ces espèces, les pressions de sélection imposées par la 

coévolution avec leurs partenaires sont fortes et les phénomènes évolutifs sont rapides.  

Ces deux modèles présentent des avantages et inconvénients dans le cadre des 

objectifs scientifiques de ma thèse. De nombreux outils moléculaires et informations sur le 

génome et transcriptomes sont disponibles pour S. mansoni, mais seule une petite fenêtre 

de son cycle de vie génère de la clonalité, et limite les possibilités d’études des 

Dauermodifikations à cette partie de son cycle de vie. P. damicornis est beaucoup plus 

facile d’accès sur cet aspect, car on peut bouturer des colonies pour en obtenir de 

nouvelles, qui seront toutes génétiquement identiques. On peut ainsi soumettre un grand 

nombre de clones à des conditions environnementales variées pour en observer l’impact 

sur l’épigénome. Toutefois, tous les outils d’étude des modifications épigénétiques sont à 

mettre au point sur ce modèle, et aucune information sur son épigénome n’a été publiée à 

ce jour. Si on se réfère à la théorie de l’héritabilité inclusive (Figure 6, page 24), ces deux 

modèles ont aussi l’avantage de ne probablement pas avoir (ou très peu) de facteurs 
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d’héritabilité sociales ou culturelles pouvant jouer un rôle dans les Dauermodifikations 

étudiées. Il est donc logique de se concentrer sur la dimension épigénétique. Dans le 

même ordre d’idée, aucune communauté bactérienne associée à S. mansoni n’a été 

trouvée (Eve Toulza, communication personnelle), mais il sera essentiel dans le cas P. 

damicornis de regarder au niveau de son holobionte si des variations sont détectées, en 

particulier dans la composition des clades de Symbiodinium.  

Les deux grands objectifs se découpent en sous-objectifs spécifiques à chaque 

modèle (détaillés dans les sections suivantes et visibles sur la Figure 27). Une publication 

dans une revue scientifique est prévue pour chaque objectif. Deux articles ont déjà été 

publiés, un troisième est soumis et un quatrième est en préparation.  

 
Figure 27 : Résumé graphique des différentes étapes répondant aux objectifs de la thèse, avec leurs 
publications associées. 
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I.5.2. Objectifs spécifiques à Schistosoma mansoni 

Puisque les techniques d’étude de l’épigénome de S. mansoni sont déjà au point, il a 

été décidé de découper l’étude des Dauermodifikations chez ce parasite en trois parties. 

I) il est nécessaire d’avoir une meilleure vision d’ensemble du fonctionnement de 

l’épigénome, pour mieux cerner l’influence que l’environnement peut avoir dessus. La 

méthylation de l’ADN étant très limitée chez le schistosome (Geyer et al. 2011), l’étude de la 

distribution de six modifications d’histones, à l’échelle du génome sur les stades 

développementaux cercaires et adultes, a été ciblée. 

II) Les travaux de Jansma et al. (1977) sur l’induction de résistance à l’antihelminthe 

hycanthone offrent une première opportunité d’étudier une Dauermodifikation chez S. 

mansoni. Une répétition de son induction de type I a été faite par mon laboratoire d’accueil 

avant mon arrivée, générant des données de ChIP-Seq que je me charge d’analyser. 

III) La seconde Dauermodifikation identifiée chez S. mansoni résulte en l’altération 

de traits de vie lors du développement chez deux hôtes intermédiaires d’origines 

géographiques distinctes. À partir de précédents travaux de mon laboratoire d’accueil, il 

transparaît qu’il y a bien un effet qui pourrait être transgénérationnel. Des expériences 

additionnelles sont essentielles pour mieux cerner l’effet exact sur l’épigénome, et de 

quelle manière il peut être héritable. Une des limites intrinsèque du modèle S. mansoni est 

l’impossibilité d’obtenir des miracidia clonaux pour infecter les différents mollusques, et 

ainsi avoir un génotype du parasite constant. Il est possible de contourner ce problème en 

effectuant des greffes de sporocystes. Il s’agit d’une technique microchirurgicale 

permettant, à partir d’un mollusque donneur infecté, de transférer des sporocystes 

secondaires (Sp2) dans une trentaine de mollusques receveurs (Jourdane & Theron 1980; 

Jourdane 1984). Les Sp2 retournent alors à l’état de sporocystes primaires (Sp1) et 

effectuent le reste du cycle intramolluscal normalement. Bien qu’écologiquement non 

réaliste, cette méthode est la seule permettant de maintenir un génotype constant entre 

plusieurs conditions et avec des réplicats. La structure chromatinienne des cercaires 

émises par les mollusques greffés sera analysée par ChIP-Seq. Des vers adultes obtenus 

par infection de souris à partir des mêmes cercaires serviront, également par ChIP-Seq, à 

déterminer si des différences observées entre des cercaires issues de mollusques 

différents sont transmissibles somatiquement au stade développemental suivant.  
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I.6.3. Objectifs spécifiques à Pocillopora damicornis 

Mon travail sur les Dauermodifikations chez le corail P. damicornis s’inscrit dans un 

projet à grande échelle incluant l’expérience de thermotolérance (Figure 26, page 60). Afin 

de cerner les mécanismes en jeu dans les adaptations rapides du corail à l’augmentation 

de température, des échantillons avant et après chacun des trois stress seront analysés sur 

le plan génomique (recherche de mutations somatiques), transcriptomiques, 

épigénomiques, et sur la composition en clades de Symbiodinium dans les tissus. 

Ma responsabilité dans ce projet sera de mettre au point les outils moléculaires pour 

analyser la structure chromatinienne de P. damicornis. Mon premier objectif est de 

développer une technique permettant d’isoler les noyaux des cellules de P. damicornis, et 

d’éviter toute contamination avec du matériel biologique de Symbiodinium. En fonction des 

résultats, l’étude de l’épigénome s’effectuera soit en ciblant les modifications d’histones par 

ChIP-Seq et/ou la méthylation des cytosines par séquençage bisulfite (BS-Seq). Une fois ces 

techniques optimisées, je présenterai une première description de l’épigénome de P. 

damicornis. 

Une première caractérisation des différences entre les épigénomes des coraux 

thermotolérants et contrôles (jamais stressés) a été effectuée par une étudiante de Master I 

que j’ai encadré, Ariadna Picart-Picolo, et les résultats de son travail sont disponible dans 

son rapport de stage « Étude de l’augmentation de la thermotolérance chez le corail 

tropical Pocillipora damicornis ». J’ai fait le choix de ne pas présenter les détails de ses 

analyses dans ce manuscrit, car elles sont encore à un stade très préliminaire. 
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II.1. Mise en contexte 

Au commencement de ma thèse, l’épigénome de S. mansoni était toujours en phase 

exploratoire. La méthylation de l’ADN étant très rare chez cette espèce (Fantappié et al. 

2001; Geyer et al. 2011), mon laboratoire d’accueil a préféré se concentrer sur un autre 

porteur d’information épigénétique : les modifications d’histones. La mise au point de la 

technique d’immunoprécipitation de chromatine suivi de séquençage massif (ChIP-Seq) a 

été effectuée sur les trois principaux stades développementaux du parasite (miracidium, 

cercaire, adultes) par mes deux encadrants, Céline Cosseau et Christoph Grunau, peu avant 

mon arrivée au laboratoire (Cosseau et al. 2009; Cosseau & Grunau 2011). Le 

développement de la méthode fut loin d’être trivial, à cause de la petite taille (et donc de la 

faible quantité de matériel biologique) de l’organisme étudié, et de la difficulté d’utiliser les 

anticorps commerciaux sur ce modèle. À titre d’exemple, sur 37 anticorps testés dans le 

pipeline de validation présenté dans Cosseau & Grunau (2011), seuls six ont passé toutes 

les étapes nécessaires pour être utilisés en ChIP-Seq sur S. mansoni. Julie Lepesant a 

fourni durant sa thèse un travail expérimental remarquable en produisant, à l’échelle du 

génome, les données pour quatre modifications d’histones sur les stades cercaires et 

adultes (Lepesant 2012). Elle n’a cependant pas été en mesure d’analyser ces données, ce 

dont je me suis chargé à la fin de mon Master et durant la première année de ma thèse. 

Pour ce faire, j’ai développé un pipeline d’analyse bioinformatique mis en ligne sur notre 

serveur Galaxy (bioinfo.univ-perp.fr) (Goecks et al. 2010). 

L’analyse de ces données était essentielle pour obtenir une meilleure 

compréhension des caractéristiques de l’épigénome de S. mansoni, avant de pouvoir me 

lancer dans un travail comparatif entre des conditions environnementales différentes. Dans 

ce chapitre, je me suis attardé à comprendre comment les quatre marques testées par Julie 

Lepesant se distribuaient sur le génome, et comment elles se comportaient par rapport à ce 

qui était connu chez d’autres organismes. Son choix des marques était particulièrement 

approprié, car il permettait de couvrir différents états chromatiniens. En effet, deux marques 

(triméthylation de la lysine 4 sur l’histone 3 [H3K4me3] et acétylation de la lysine 9 de 

l’histone 3 [H3K9ac]) sont plutôt associées à des structures chromatiniennes permissives à 

l’expression génique, alors que les deux autres sont plutôt associées à une forme 

condensée et répressive de la transcription (trimétylation de la lysine 9 de l’histone 3 
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[H3K9me3] et triméthylation de la lysine 27 de l’histone 3 [H3K27me3]). Tel que je l’ai 

présenté dans l’introduction générale, la notion d’épigénétique est étroitement liée au 

développement. Chez S. mansoni, un seul génome permet de générer des phénotypes 

drastiquement distincts entre les différents stades (Figure 18, page 45) et il me semble 

rationnel que ces changements soient associés à des bouleversements de la structure 

chromatinienne. Un autre aspect de ma contribution dans ce travail aura donc été de 

caractériser ces différences chromatiniennes entre cercaires et adultes, et de produire des 

données supplémentaires pour les marques H3K4me3 et H3K27me3 sur des 

schistosomules, un stade développemental intermédiaire des deux autres. J’ai aussi réalisé 

des expériences d’immunomarquage pour identifier l’impact transcriptionnel des 

modifications de la structure chromatinienne entre cercaires et schistosomules.  

 

II.2. Publication associée 

Résultats et conclusions de ces travaux ont été publiés dans l’article « The 

epigenome of Schistosoma mansoni provides insight about how cercariae poise 

transcription until infection », en août 2015 dans la revue PLoS Neglected Tropical 

Diseases. La Supplementary Figure 1 et les Supplementary Tables 1 et 2 de l’article sont 

présentés à sa suite. Les Supplementary Tables 3 et 4 sont accessibles en ligne à l’adresse 

suivante : http://journals.plos.org/plosntds/article?id=10.1371/journal.pntd.0003853. 
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Abstract

Background
Chromatin structure can control gene expression and can define specific transcription
states. For example, bivalent methylation of histone H3K4 and H3K27 is linked to poised
transcription in vertebrate embryonic stem cells (ESC). It allows them to rapidly engage spe-
cific developmental pathways. We reasoned that non-vertebrate metazoans that encounter
a similar developmental constraint (i.e. to quickly start development into a new phenotype)
might use a similar system. Schistosomes are parasitic platyhelminthes that are character-
ized by passage through two hosts: a mollusk as intermediate host and humans or rodents
as definitive host. During its development, the parasite undergoes drastic changes, most
notable immediately after infection of the definitive host, i.e. during the transition from the
free-swimming cercariae into adult worms.

Methodology/Principal Findings
We used Chromatin Immunoprecipitation followed by massive parallel sequencing (ChIP-
Seq) to analyze genome-wide chromatin structure of S.mansoni on the level of histone
modifications (H3K4me3, H3K27me3, H3K9me3, and H3K9ac) in cercariae, schistosomula
and adults (available at http://genome.univ-perp.fr). We saw striking differences in chroma-
tin structure between the developmental stages, but most importantly we found that cercar-
iae possess a specific combination of marks at the transcription start sites (TSS) that has
similarities to a structure found in ESC. We demonstrate that in cercariae no transcription
occurs, and we provide evidences that cercariae do not possess large numbers of canonical
stem cells.
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Conclusions/Significance
We describe here a broad view on the epigenome of a metazoan parasite. Most notably, we
find bivalent histone H3 methylation in cercariae. Methylation of H3K27 is removed during
transformation into schistosomula (and stays absent in adults) and transcription is acti-
vated. In addition, shifts of H3K9 methylation and acetylation occur towards upstream and
downstream of the transcriptional start site (TSS). We conclude that specific H3 modifica-
tions are a phylogenetically older and probably more general mechanism, i.e. not restricted
to stem cells, to poise transcription. Since adult couples must form to cause the disease
symptoms, changes in histone modifications appear to be crucial for pathogenesis and rep-
resent therefore a therapeutic target.

Author Summary
The blood fluke Schistosoma mansoni causes intestinal bilharzia. The parasite has a com-
plex life cycle in which a freshwater snail serves as intermediate host from which the
human infecting larvae hatch. These larvae will actively seek skin contact, penetrate
through the epithelium and start developing straight away into adult worms. Development
from larvae into adults needs thorough adjustment of gene expression through reposition-
ing or modification of proteins that are associated with DNA (the chromatin). We decided
to compare the chromatin of human infective larvae (cercariae), the first developmental
stage after infection of the vertebrate host (schistosomula) and adults of S.mansoni. We
found that cercariae possess chromatin structures (modifications of histone H3) around
the beginning of genes that are very different from schistosomula and adults. We conclude
that this structure serves to keep gene transcription in a poised state, i.e. transcription is
initiated and can start immediately when the blocking histone modification is removed. A
similar type of histone modification was found in embryonic stem cells of vertebrates and
our data indicate that it is either a more ancient and/or more general means to poise tran-
scription than previously assumed. Since many parasites possess infective stages that
develop rapidly within the host, this particular chromatin structure could be a therapeutic
target for a new class of antiparasitic drugs.

Introduction
Histones are closely associated with DNA. Amino acids in their side-chains carry several modi-
fications, such as methylation, acetylation and others. Specific combinations of histone modifi-
cations are associated with transcriptionally permissive or repressive chromatin structures,
thus controlling gene expression at the transcriptional level [1]. Acetylation of histone H3 at
lysine 9 (H3K9ac) is a mark associated with euchromatin and facilitation of transcription [2–
6]. In model species the main enrichment of this mark is observed between the beginning of
promoters and the 5’ end of genes and sometimes in enhancers [2,3,7]. In contrast, methylation
at the same position (H3K9me3) is a landmark of constitutive heterochromatin. It is often
highly enriched at telomeric, pericentromeric and repeat-rich regions, and believed to be
responsible for stable large-scale repression [8–11]. In Plasmodium falciparum for instance, it
is found in subtelomeric and some small intrachromosomal regions containing almost exclu-
sively clusters of genes involved in antigenic variations [6]. In human, it was shown that this
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modification is mutually exclusive with trimethylation of histone H3 at lysine 4 (H3K4me3) on
a given nucleosome [12]. H3K4me3 is often associated with transcription start sites (TSS),
while trimethylation of H3 at lysine 27 is generally found in transcriptionally repressive hetero-
chromatin. Consequently, the discovery of methylation at both sites (bivalent methylation) in
several hundred genes of embryonic stem cells has attracted wide attention [13]. Embryonic
stem cells (ESCs) are generated from the inner cell mass of mammalian blastocysts. These cells
are self-renewing and can give rise to all lineages of the developing organism. The current view
of bivalent methylation is that histone H3 trimethylated at lysine 27 (H3K27me3) represses
transcription of lineage control genes during pluripotency, while H3K4me3 maintains them
poised, i.e. transcription machinery is in position at the TSS, ready for activation upon recep-
tion of a signal that triggers differentiation (reviewed in [14]). When ESCs initiate differentia-
tion, genes marked with bivalent trimethylation have two possible outcomes: H3K27me3 is
removed and transcription occurs, or H3K4me3 is removed and genes stay silent. Since his-
tones and histone modifications are extremely conserved through all kingdoms, we wondered
if H3K9 methylation/acetylation and bivalent H3K4/K27 trimethylation might be a general
mechanism by which a transient developmental state is maintained until development and dif-
ferentiation into the next developmental state is triggered. Parasites are one of the models of
choice to study this question since many of them have life cycles with very strong phenotypic
differences between the stages, they are phylogenetically only distantly related to vertebrates
and the environmental triggers are well-known, even though the molecular bases of switching
to a new developmental stage are mostly unknown. Here we used the platyhelminth trematode
Schistosoma mansoni. S.mansoni is the causative agent of intestinal bilharzia, a disease affect-
ing 67 million people [15]. In contrast to many other parasites, the stage of the parasite infect-
ing humans is actively seeking skin contact and penetrates the epidermis by use of cytolytic
enzymes secreted from the pre- and post-acetabular glands and mechanical force. During skin
penetration, cercariae lose their tails and undergo a drastic morphological and physiological
transformation. Within two hours, the free-living larvae become obligatory endoparasitic
schistosomula [16] that develop into adult worms, which reproduce in the blood stream of the
host. Cercariae have therefore a double function: they are a vehicle for the parasites heritable
information, but also true free-living animals with highly organized structures such as a ner-
vous system and sensory organs, a digestive tract, excretory bladder and ducts, and a gland cell
network. In addition to this, they have the capacity to develop very rapidly into full-grown
adult worms, which are phenotypically very distinct from the cercariae.

The core histone isoforms of S.mansoni are canonical with 100% identity to human H4.A,
79–99% identity to H3 forms and 62–92% to H2A and H2B [17]. The distribution of histone
modifications in S.mansoni was completely unexplored, and we decided to study the parasite
epigenome by chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (ChIP-Seq) of DNA
associated with the above-mentioned histone isoforms H3K4me3, H3K9ac, H3K9me3 and
H3K27me3. The genome of S.mansoni has been recently assembled and most of the gene
structure data comes from automatic annotation [18]. Since gene prediction algorithms often
miss the first exon (especially if they are untranslated), we performed RNA-Seq to unambigu-
ously identify transcriptional start sites (TSS) and the expression status of genes.

Methods
Ethics statement
Housing, feeding and animal care followed the national ethical standards established in the
writ of February 1st, 2013 (NOR: AGRG1238753A) setting the conditions for approval, plan-
ning and operation of establishments, breeders and suppliers of animals used for scientific
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purposes and controls. The French Ministère de l’Agriculture et de la Pêche and French Minis-
tère de l’Éducation Nationale de la Recherche et de la Technologie provided permit A 66040 to
our laboratory for experiments on animals and certificate for animal experimentation (authori-
zation 007083, decree 87–848) for the experimenters.

Animal breeding and preparation of parasites
The S.mansoni strain SmBre, originally sampled in Brazil was used in this study. The strain
was maintained in its sympatric intermediate host strain BgBRE of the mollusk Biomphalaria
glabrata, andMus musculus as definitive vertebrate host. Cercariae were collected from
infected snails 30 days after infection by pipetting from spring water and sedimentation on
ice. For isolation of adults, infected mice were killed after 60 days of infection by a lethal intra-
peritoneal injection of sodium pentobarbital, and adult worms were recovered by retrograde
perfusions of the hepatic portal system with citrate (7.5%) saline (8.5%) solution administrated
through the left ventricle [19]. Worms trapped in the liver or mesenteric system were collected
after excising these organs.

In-vitro transformation of cercariae to schistosomula was done as described before [20].
The shells of infected snails were cleaned to remove rotifers, transferred to de-chlorinated
water (about 75 mL for 10 snails), and exposed to a light source (60 W) for two hours in
order to promote cercariae emission. Cercariae were gently collected with a 1 mL micro-pipet
previously moistened, avoiding snail feces and mucus. They were transferred to a sterile 50 mL
conical tube and placed on ice in the dark. After 30 minutes, cercariae were concentrated by
centrifugation (400×g/10 minutes/4°C) and the supernatant was removed, leaving 5 mL of liq-
uid. Five milliliters of phosphate buffered saline, supplemented with 200 U/mL of penicillin
and 200 μg/mL of streptomycin (PBS-PS) were added and put at 37°C. The tails of cercariae
were sheared by vortexing at maximum speed during one minute and subsequently centrifuged
(400×g/1 minute/4°C). All further handling was done under sterile conditions. The superna-
tant, containing only tails, was completely removed and discarded. The pellet was resuspended
in 2 mL PBS-PS. Schistosomula were separated from tails by centrifugation along a gradient
of polyvinylpyrolidone-coated colloidal silica particles (Percoll) [21] prepared in 15 mL conical
tubes (6 mL of the Percoll [Sigma, P4937], 1 mL 10 fold PBS, 0.25 mL 100 mMHEPES, 0.25
mL penicillin/streptomycin, 2.5 mL sterile water). One milliliter of the schistosomula suspen-
sion was applied to each column without disturbing the surface of the Percoll gradient. The
preparation was centrifuged at 450×g for 10 minutes, with weakest possible brake. The top
layer containing the tails was removed, and the pellet containing schistosomula was resus-
pended and washed twice in 10 mL of Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) with
200 U/mL of penicillin, 200 μg/mL of streptomycin and 10 mMHEPES at 37°C (centrifugation
400×g/1 minute/4°C). Finally, schistosomula were resuspended in modified Basch's medium
without antimycotics [20,22] and maintained at 37°C under 5% CO2 for 21 hours.

RNA extraction and reverse transcription, quantitative PCR, and native
chromatin immunoprecipitation
As the genome annotation of S.mansoni has mostly been done through prediction software,
we performed RNA-Seq on cercariae to unambiguously identify TSS and exon-intron struc-
tures. Since published RNA extraction protocols for cercariae did not yield RNA suitable for
Illumina sequencing, we developed the following method: 5,000 cercariae were ground with
glass beads in liquid nitrogen for 5 minutes, resuspended in 0.5 mL TRIzol (Invitrogen), and
0.1 mL of chloroform was added. The tube was shaken vigorously for 1 minute and left at room
temperature for 3 minutes, and was then centrifuged at!12,000×g for 15 minutes at 4°C. The
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upper phase was transferred to a new RNase-free tube, an equal volume of 70% ethanol was
added and the tube was vortexed. PureLink RNAMini kit (Ambion, 12183020) was used
for further purification following the manufacturer’s protocol. RNA was recovered in 30 μL
RNAsecure (Ambion, AM7006), left for 1 minute at room temperature, collected by centrifuga-
tion for 1 minutes at 8,000xg at room temperature and incubated at 65°C for 10 minutes. To
remove remaining DNA, 3 μL of 10X TURBO DNase Buffer (TURBO DNA-free, Ambion,
M1907) were added to 30 μL of total RNA in RNAsecure, followed by 3 μL of TURBO DNase
(2 Units/μL). The preparation was gently mixed and incubated at 37°C for 30 minutes. DNase
was removed with an RNA Clean-up system (RNeasy mini kit, QIAGEN, 74104) and eluted in
30 μL RNase-free water. For schistosomula, total RNA extraction, DNase treatment and purifi-
cation methods were adapted from the protocol described above. 500 ng of this purified
total RNA were reverse transcribed using identical concentrations (250 nmol/L) of random
hexamers and oligo(dT)18 primers of Maxima HMinus Reverse Transcriptase kit (Thermo-
SCIENTIFIC). Quantitative PCR was performed using a LightCycler 480 System (Roche Diag-
nostics). We used 2.5 μL of cDNA (diluted 1/10 in water) in a total volume of 10 μL containing
1X LightCycler 480 SYBR Green I Master Mix (Roche Diagnostics) and 500 nmol/L of each
primer. To ensure that a single product was generated, we separated amplification products on
a Labchip GX DNA assay system (PerkinElmer). For each studied stage, the level of mRNA
was normalized using the mean geometric transcription rate of three reference sequences
(Smp_093230, Smp_197220 and Smp_089880) previously described by Wang and colleagues
[23]. mRNA of Smp_034000 was measured using primers Smp034000.2F: GCGTGCTGTGG
AGGAAAGCGA and Smp034000.2R: ACGCAGACAGGGCATCGTCA. The normalized rela-
tive quantities (NRQs) were calculated as described by Hellemans and colleagues [24], using
equation 1 where Etarget is the amplification efficiency of the gene of interest; Eref is the amplifi-
cation efficiency of the reference gene; ΔCp,ref = Cp,ref(calibrator)–Cp,ref(sample); and ΔCp,target

= Cp,target(calibrator)–Cp,target(sample). For each reaction, the crossing point (Cp) was deter-
mined using the second derivative maximum method applied using Light Cycler Software ver-
sion 3.3 (Roche Diagnostics). Male cercariae were arbitrarily chosen as calibrator. We obtained
male cercariae by infecting host mollusk B. glabrata strain BgBre with single miracidium from
SmBre strain. Sex determination was performed as described in [25]. Experiments were done
in six biological replicates.

Native chromatin immunoprecipitation was done according to an earlier published protocol
[26] and at least 1,500 cercariae, 2000 schistosomula or 1 adult couple using the following anti-
bodies: H3K4me3 (Millipore, cat# 04–745 lot# NG1680351, 4 μL per reaction), H3K9Ac (Milli-
pore, cat# 07–352 lot# DAM16924924, 8 μL per reaction), H3K9me3 (Abcam, cat# ab8898 lot#
733951, 4 μL per reaction), and H3K27me3 (Diagenode, cat# pAb-069-050 lot# A29900242,
and cat# C15410069 lot# A1821D, 8 μL per reaction). For each sample, we used a control with-
out antibody, to assess unspecific background (bound fraction) and input (unbound fraction).
Inputs were used for normalization in all subsequent bioinformatics analyses. Experiments
were done in duplicate. Antibodies were carefully tested for specificity as described in [27] and
saturating quantities (see [27]) were used. Further details are available at http://methdb.univ-
perp.fr/epievo/

Illumina library generation and sequencing
For ChIPseq library construction, the ChIP sample preparation kit (Illumina Inc., USA) was
used according to the manufacturer's protocol except for the indexed adapters. Those adapters
came from the Truseq DNA sample preparation kit (Illumina Inc., USA). Briefly, 30 ng of
DNA per condition was blunt ended and adenylated on its 3' ends. Illumina's indexed adapters
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were ligated to both ends of the adenylated DNA. Ligated DNA was size separated by electro-
phoresis through a 2% agarose gel and a size selection was performed at 400 bp. Once extracted
from the agarose, size selected DNA was enriched by 18 cycles of PCR for 10 seconds at 98°C,
30 seconds at 60°C and 30 seconds at 72°C using Illumina's proprietary primers and Phusion
DNA polymerase (New England Biolabs Inc., USA). Each library was verified using a DNA
1000 Chip on a Bioanalyzer 2100, quantified by real time PCR with the KAPA Library Quanti-
fication Kit for Illumina Sequencing Platforms (Kapa Biosystems Ltd, SA) and then diluted to
10 nM.

RNAseq library construction was done with the TruSeq RNA Sample Seq kit (Illumina Inc.,
USA) according to the manufacturer's protocol. Briefly, poly-A containing mRNAmolecules
were purified from 70 to 450 ng of total RNA using oligo-dT magnetic beads. The purified
mRNA was fragmented by addition of the fragmentation buffer and was heated at 94°C in a
thermocycler for 8 minutes. First strand cDNA was synthesized using random primers. Second
strand cDNA synthesis, end repair, A-tailing, and adapter ligation was done in accordance
with the manufacturer's instructions. Purified cDNA templates were enriched by 15 cycles of
PCR for 10 seconds at 98°C, 30 seconds at 65°C, and 30 seconds at 72°C using Illumina's pro-
prietary primers and Phusion DNA polymerase. Each indexed cDNA library was verified using
a DNA 1000 Chip on a Bioanalyzer 2100 and quantified by real time PCR with the KAPA
Library Quantification Kit for Illumina Sequencing Platforms (Kapa Biosystems Ltd, SA) then
diluted to 10 nM using Illumina's resuspension buffer.

For each lane of sequencing, four libraries (ChIPseq) or 6 libraries (RNAseq) were pooled in
equimolar concentrations, denatured using 0.1N NaOH and diluted to a final concentration of
7 pM (ChIPseq) or 8 pM (RNAseq) using Illumina's HT1 buffer. 120 μL of the dilution was
then transferred into a 200 μL strip tube and placed on ice before loading onto the cBot. The
flow cell was clustered using Single Read Cluster Generation Kit (Illumina Inc., USA), accord-
ing to the Illumina SR_amplification_Linearization_ Blocking_PrimerHyb recipe. The flow
cell was loaded onto the Illumina HiSeq 2000 instrument following the manufacturer's instruc-
tions and sequencing was performed with the 50 cycles, single read, indexed protocol. Image
analyses and base calling were performed using the HiSeq Control Software (HCS) and Real-
Time Analysis component (RTA). Demultiplexing was performed using CASAVA (Illumina).
The quality of the data was assessed using fastqc from the Babraham Institute and the Illumina
software SAV (Sequence Analysis Viewer).

Illumina sequencing quality control, alignment and ChIP-Seq peak
calling
All data treatment was carried out under a local galaxy instance [28](http://galaxy.univ-perp.
fr). Fastq Groomer was used for verification of the fastqsanger format, and the FASTX-Toolkit
(Compute quality statistics, Draw quality score boxplot, Draw nucleotides distribution chart)
was used for initial quality control. Read quality was judged sufficiently good (the majority of
reads showed a quality score!24 for all positions) and no further quality filter was applied.

For ChIP-Seq, reads were aligned to the S.mansoni reference genome, assembly version
5.0 (downloaded from ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Schistosoma/mansoni/genome/
Assembly-v5/) using Bowtie2 [29] evoking parameters—sensitive-k 2. Mapping quality (mapq)
in Bowtie2 is related to “uniqueness” of the read. The higher the quality score is, the lower is
the probability that a read can map elsewhere in the genome. By filtering mapped reads with a
score of 255 (the highest possible) in samtools [30] (samtools view-hS-q 255), we kept reads
with a single match on the genome. In Bowtie 2.1 score 255 was abandoned and filtering of
uniquely mapped reads was done with “samtools view-Sh-q quality value 40–42-F 0x0004 - |
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grep-v XS:i. “. SAM alignment files were converted into the bed format with pyicos [31] and
sorted with sortBed-i of the bedtools suite [32]. For peak identification an equal number of ran-
dom lines in the bed-file was chosen for each biological replicate (Table 1). Although compara-
tive analysis software usually include a normalization step to handle the different numbers of
mapped reads in conditions or replicates when comparing samples, we found that the random
sampling step drastically reduces the amount of false positives without lowering the sensitivity.
Mostly, this removes background peaks. Identification of peaks was done with ranger of Peak-
ranger v1.16 [33] with P value cut off 0.0001, FDR cut off 0.01, Read extension length 200,
Smoothing bandwidth 99 and Delta 1. We used the input samples as negative controls for the
peakcalling (-c). For data visualization, wiggle files were generated and uploaded to a local
GBrowse instance [34] (http://genome.univ-perp.fr).

ChIP-Seq results in adults and cercariae were verified by qPCR (primers in S1 Table) in
20 randomly chosen regions using the following conditions: denaturation 95°C for 10 seconds,
annealing 60°C for 10 seconds, extension 72°C for 20 seconds, over 40 cycles. The kit used for
the amplification is the LightCycler 480 SYBR Green 1 Master (Roche, 04887352001) and the
instrument is a LightCycler 480 (Roche). To compare ChIP-Seq and qPCR results, coverage
was calculated with coverageBed of the bedtools suite for the regions whose boundaries were
defined by the corresponding qPCR primer positions and divided by the coverage in the alpha-
tubulin reference locus (Smp_scaff000423:21,107–21,289). Spearman rank correlation gave
values> 0.8, R2 was 0.64 for H3K4me3 and 0.59 for H3K27me3 indicating that both methods
gave comparable results (S1 Fig).

For RNA-Seq, reads were aligned to the genome with TopHat v1.4.1 with default parame-
ters and exon-intron structure was reconstructed with cufflinks v1.3.0 evoking-q-I 40000-F
0.100000-j 0.150000-p 8 on each library and data were merged and linked to the gene predic-
tion of the Sanger Centre (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Schistosoma/mansoni/
genome/Assembly-v5/) with Cuffmerge v1.0.0 [35].

Comparative ChIP-Seq analysis
To identify peaks that were different between cercariae and adults, we used the DiffBind library
1.6.1 [36] available on Bioconductor [37] for R version 2.15.1. As input, we used the randomly
sampled aligned reads that also served as inputs for PeakRanger and the regions file generated
with PeakRanger, all in bed format. Diffbind allows for replicates and “input” negative control
to be taken into account to search for differential peak distribution between conditions. For
H3K9ac, PCR duplicates were removed with pyicos, which improved sample autocorrelation.
For H3K4me3 all differences were inspected on GBrowse. For the other histone isoforms, one
hundred regions identified by DiffBind were randomly sampled with a custom Perl script and
verified by visual inspection. Average histone modification profiles around TSS were generated
by doing a “window analysis” around the TSS of genes, using EpiChIP v0.9.7-e [38]. EpiChIP
allows for generating genome-wide, average profiles for histone modifications at a given geno-
mic feature (in our case, around the TSS for genes). For this purpose, we used the output file of
Cuffmerge and selected only those 12,871 genes located on linkage groups that were assembled
at the chromosome level. Chromosome names were converted in the input bed files into Epi-
ChIP canonical names (“Chrnumber”) with a custom script. EpiChIP was also used to correlate
transcription and histone modification, and to quantify the proportion of peaks that contribute
significantly to the average profiles. Common peaks were detected from Peakranger region
bed-files with multiIntersectBed of the BedTools package.

For the analysis of chromatin structure around repetitive sequences, reads were aligned to a
fasta file containing all 3,145 known repeats of S.mansoni as consensus sequences (available
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http://methdb.univ-perp.fr/downloads/) [39] using Bowtie2 [29] evoking parameter–k 2 and
parameter preset “sensitive”. Unique matches were filtered using samtools [30] (mapping qual-
ity mapq = 255). In order to obtain identical effective library sizes for each sample, the same
number of aligned reads was randomly sampled for each of the ChIP experiments (Table 1).
After the counts had been normalized, they were compared between samples using the DESeq

Table 1. Summary of next-generation sequencing data and analysis results.

Condition H3K4Me3 H3K9Ac H3K9Me3 H3K27Me3

cercariae adults schistosomula cercariae adults cercariae adults cercariae adults schistosomula

Number of
samples

2 2 2 2 2 2 2 3 3 2

Input reads
(average per
sample)

34,519,715 6,421,317 49,109,097 54,833,141 43,884,060 53,702,142 43,884,060 40,895,894 33,865,527 46,158,137

Alignment to
unique
sequences

Aligned
exactly 1 time
(average per
sample)

21,455,086 3,097,077 28,275,831 28,626,785 28,035,327 23,326,061 21,945,541 22,882,234 27,123,469 30,651,658

Aligned reads
used for
peak-calling
(per sample)

2,900,000 2,900,000 2,900,000 23,000,000 23,000,000 21,000,000 21,000,000 17,900,000 17,900,000 17,900,000

Regional
peaks
identified by
peakranger
1.16
(average for
condition)

7,746 8,868 7,376 17,116 421 128,518 100,884 145,322 27,544 65,629

Significantly
different
peaks
identified by
DiffBind

224 3,844 9,505 8,480

DiffBind
result
confirmed by
visual
inspection

124 random sample of 100 peaks for each condition(33–50% confirmed by 2
independent observers)

EpiChIP
peaks with
signal at FDR
0.01 (per
condition)

3,598 3,566 3,954 4,801 4,370 5,024

Alignment to
repetitive
sequences

Aligned
exactly 1 time
(average per
sample)

1,326,620 242,000 3,805,162 3,091,945 3,881,193 3,612,100 3,999,829 4,554,097

Random
sample used
for DESeq

220,000 220,000 2,900,000 2,900,000 3,400,000 3,400,000 3,900,000 3,900,000

doi:10.1371/journal.pntd.0003853.t001
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package of the R software [40]. This package uses the negative binomial distribution to calcu-
late the P-value for each element between two compared samples and find elements that pres-
ent significant differences in their read enrichment levels.

In-situ detection of replication and transcription
For the detection of mRNA synthesis, cercariae were incubated in spring water at 28°C with a
concentration of 1mM of 5-ethynyl-uridine (EU, Invitrogen Click-iT RNA Imaging Kit,
MP10329) for 2, 18 h and 21 h. Freshly transformed schistosomula were grown in Basch
medium at the same EU concentration in an incubator at 37°C and 5% CO2, also for 2, 18, and
21 h. Labeling of replicating cells was performed in the exact same conditions, only substituting
EU by a concentration of 10 mM of 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EDU, Invitrogen Click-iT
DNA Imaging Kit, MP10337). Negative controls without the addition of 5-ethynyl-uridine
(EU) and 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EDU) were also performed for every condition. Fixation,
development and Hoechst 33342 coloration after incubation were performed following the
protocols of the supplier. Imaging was done on a confocal microscope Zeiss LSM 700 at 488
nm (EU and EDU) and 405 nm (Hoechst 33342). For every condition, 100 animals were
observed for transcription and replication.

Accession numbers
RNA-Seq and ChIP-Seq reads are available at the NCBI-SRA under study accession numbers
SRP034587 (ChIP-Seq) and SRP035609 (RNA-Seq).

Results
Chromatin landscape in S.mansoni cercariae and adults
To link transcription and chromatin structure, we considered the correct identification of the
TSS as crucial. Anecdotal evidences had suggested that the available automatic annotation had
missed a certain proportion of first exons and we decided to perform RNA-Seq with RNA
extracted from cercariae. Indeed, our data showed that in about 20% of the genes, TSS had to
be corrected. We then performed ChIP-Seq. For H3K4me3, we found relatively sharp peaks
with a mean peak maximum located 250 bp (or 1–2 nucleosomes) downstream of the tran-
scription start site (TSS) of genes (Fig 1A). We detected on average 7,746 peaks in cercariae
and 8,868 peaks in adults (Table 1). For about ~24% of genes, EpiChIP identified transcripts
but no significant H3K4me3 peaks (FDR = 0.01). Examples for genes that are free of H3K4me3
peaks are all known micro exon genes (MEGs) supplementary table S5.4 in [41] (Fig 2A),
with the exception of Smp_163710 that shows small peaks in adults. MEGs contain unusually
small exons of 3–36 bp that are repeated in tandem [42]. Their function remains elusive but it
is thought that hypervariable proteins can be generated by MEGs through a ‘pick and mix’
splicing strategy. It is conceivable that such types of genes have a specific control mechanism.
Other H3K4me3-peak free genes are polycistronic genes that are located downstream of the
trans-splicing site. Protasio et al. estimated trans-splicing events to occur in 11% of S.mansoni
genes [18] and had compiled a list of putative polycistronic transcripts. We used this list and
show that in 143 (89.9%) genes, the H3K4me3 peak is located exclusively in the gene upstream
of the trans-splicing acceptor site (Fig 2B), in 2 (1.2%) cases peaks are present in both genes
(upstream and downstream), and in 13 (8.2%) genes we did not find any peak, although in 3
cases we suspect that an upstream gene with a peak may be the first of the polycistronic unit
(S2 Table). Our data are in line with the view that these genes are indeed transcribed as one
unit from a single TSS (that has the H3K4me3 signal) and fragmented by trans-splicing. For
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Fig 1. Comparison of EpiChIP profiles 2kb upstream and 4kb downstream of the TSS (average for 12,871 genes located on linkage groups that are
assembled on chromosome level) for cercariae (light color) and adults (dark color). TSS and direction of transcription indicated by an arrowhead. X-
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H3K27me3 we found with Diagenode antibody cat# pAb-069-050 lot# A29900242 enrichment
at the TSS (-500 to +1,000 bp), while it was reduced to background level in adults. Since there
was anecdotic evidence for cross-reactivity of this antibody with H3K4me3, we repeated the
experiment with cat# C15410069 (that replaces pAb-069-050) lot# A1821D. With this anti-
body we also observe enrichment of H3K27me3 in cercariae compared to adults, but shifted
towards the body of the gene (Fig 1C and Fig 2C). Methylation and acetylation in H3K9 are

axis in bp, y-axis in relative enrichment (% of all mapped reads). (A) H3K9me3, (B) H3K9ac, (C) H3K27me3, (D) H3K9me3, and (E) unbound fractions UB of
mock ChIP without antibody that corresponds to input that shows no difference between cercariae and adults and no enrichment at the TSS.

doi:10.1371/journal.pntd.0003853.g001

Fig 2. Typical examples of chromatin profiles. (A) H3K4me3 peaks are absent in the TSS of MEG Smp_085840 (highlighted in yellow) while surrounding
genes show characteristic peaks in all 4 samples. (B) Polycistronic genes Smp_038430, Smp_038420 and Smp_038410 (from right to left, highlighted in
yellow) show an H3K4me3 peak only in the first gene. (C) Changes in chromatin structure in cercariae (left) and adults (right). On top predicted genes, below
RNA-Seq based exon/intron structure, followed by H3K4Me3 (blue), H3K9Ac (green), H3K27Me3 (yellow) and H3K9Me3 (red), identical scale for cercariae
and adults. Positions of TSS that were detected by RNA-Seq are indicated by a dotted line.

doi:10.1371/journal.pntd.0003853.g002
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mutually exclusive at the same histone and H3K9me3 is considered a repressive mark. H3K9
me3 shows a peak about 200 bp upstream of the TSS in cercariae, which is reduced to an
upstream background in adults (Fig 1D and Fig 2C). H3K9ac is a hallmark of active transcrip-
tion. In cercariae we detected this modification primarily around the TSS (-500 to +1,000 bp)
while in adults acetylation spans the body of the genes (Fig 1B and Fig 2C). Taken together,
our results indicate that all four studied histone modifications show an unusual enrichment
around the TSS in cercariae, while in adults their distribution is similar to that found in other
metazoans. We saw no differences between the input fractions (negative controls used for nor-
malization) of cercariae and adults (Fig 1E).

In cercariae and adults, both H3K4me3 and H3K9ac showed globally low association
with repeats (4.10±0.43% and 6.45±0.65%, respectively of the total reads aligned) (details in
Table 1). For H3K27me3 and H3K9me3 the percentage was higher with 7.60±1.00% and
7.75±0.60%. DESeq [40] identified repeats that change chromatin structure during transforma-
tion from cercariae to adults. DESeq uses a negative binomial distribution to model read counts
that can be assigned to a locus. To estimate variance within a sample it pools the data from
genes with similar hit counts, thus allowing variance estimation and identification of significant
differences based on a small number of biological replicates [40]. We used DESeq because we
had earlier compared it to edgeR [43], and DESeq2 and in our hands it gave the most consistent
results. Using a p-value of< 10−5 as the selection criterion, we identified 17 (0.54%) repeats
that change their chromatin status for H3K4me3, 182 (5.79%) for H3K9ac, 263 (8.36%) for
H3K9me3, and 40 (1.27%) for H3K27me3. Results are summarized in S3 Table. Interestingly,
not all repeats were concerned equally: in roughly two thirds of these repeats (n = 363, 11.5%)
more than one histone isoform had changed meaning that about 10% of all repeat families
undergo important chromatin structure changes during the transformation of cercariae into
adults. Two results were particularly interesting (Fig 3). The first is a chromatin change in five
regions that are composed of tandemly repeated stretches of class I LTR retrotransposons and
class II DNA transposons. These regions are located on the large S.mansoni chromosomes
(1 to 4), but there might be similar regions on the three smaller chromosomes that were over-
looked. Each of the regions is composed of a different repeat, but they all belong to the same
repeat class (i.e. transposon). In these five regions, enrichment of histone forms H3K9me3 and
H3K27me3 decreases during cercariae to adult metamorphosis, while enrichment of H3K9ac
and H3K4me3 increases. Considering five states (H3K4me3 up, H3K9ac up, H3K9me3 down,
H3K27me3 down, transposon or other), the individual term binomial distribution probability
to obtain such a combination by chance is 3.7−36. Our data suggest therefore that the process is
not randomly distributed along the genome. Stretches of (retro)transposons could form hetero-
chromatic knobs in the cercariae and their change in chromatin structure could be an indica-
tion of large scale chromatin rearrangements or chromosome displacements in the nucleus
during transformation into adults. Another peculiar observation during transformation from
cercariae to adults is the nearly complete loss of H3 modifications in 22 of the 36 W-specific
repeats (61%). We had shown earlier that transcription of these repeats can only be observed
during larval stages and is undetectable in adults [44]. From qPCR data for a small subset we
had already postulated that these repeats acquire an “adult-specific” chromatin structure. This
view is confirmed by the new NGS data: H3K9/K4/K27 methylation and H3K9 acetylation are
lost. Cytogenetic images suggest that the repeat containing large pericentromeric regions
becomes heterochromatic when cercariae develop in the snail, but no clear data is available
for adult worms [45]. It is tempting to speculate that H3 is replaced by another H3 isoform
similar to what is observed in centromeres and neo-centromeres of other species for instance
[46]. A homologue of the centromere specific form of H3, CENP-A, was detected in S.mansoni
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(Smp_040020) [47] but homology with CENP-A of other species is vague and basically
restricted to the core H3/H4 domain.

Bivalent trimethylation of H3K4 and H3K27 is specific for a subset of
genes in cercariae
While PeakRanger identify 1,122 more peaks in adults than cercariae for H3K4me3, Diffbind
considers only 224 differences to be statistically significant. After visual inspection, we con-
firmed differential enrichment in only 124 regions along the genome with 95 (77%) hyper-
methylated in cercariae and 29 (23%) in adults. This means that less than 2% of H3K4me3
peaks are different, while gene transcription patterns of cercariae and adults are clearly distinct
[48]. A peculiar feature of the S.mansoni epigenome was revealed when we analyzed the

Fig 3. Schematic representation of chromatin structure changes in tandem-repeat regions duringmetamorphosis of cercariae into adults.
Autosomes 1–7 are labeled with numbers, sex chromosomes with letters. Repeat regions are indicated on each chromosome as inferred by alignment to the
reference genome, or previously by FISH on theW-chromosome. Repeat class smr_3427 is presumably on chromosome 2 but the exact position is unknown
(unpositioned contig).

doi:10.1371/journal.pntd.0003853.g003
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distribution of the heterochromatic H3K27me3. In cercariae, H3K27 trimethylation is high in
the gene body (Fig 4). H3K27me3 and H3K4me3 are also statistically significantly enriched
around the TSS in 150 genes. This number was reduced to 121 after visual inspection (S4
Table). Thirty-five days of development separate cercariae and full-grown adults worms. To
determine more precisely the time window during which chromatin is remodeled we per-
formed ChIP-Seq on schistomula. Our results show that the adult chromatin structure is
already established in schistosomula by 18 h after infection (Fig 4). Most importantly, in schis-
tosomula, bivalent methylation is absent in the 121 genes that were significantly enriched in
cercariae.

Fig 4. Comparison of EpiChIP profiles 2 kb upstream and 4 kb downstream of the TSS (average for 12,871 genes located on linkage groups that
are assembled on chromosome level) between different histone isoforms in cercariae (left up), schistosomula (left down) and adults (right). TSS
and direction of transcription indicated by an arrowhead. Bivalent methylation of H3K4 and H3K27 occurs in cercariae but not in adults, left y-axis for
H3K4me3, right y-axis for H3K27me3.

doi:10.1371/journal.pntd.0003853.g004
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Cercariae are transcriptionally silent
While RNA is clearly present in cercariae, the co-localization of all four histone modifications
at the TSS made us wonder if transcription is indeed ongoing or if it is poised. Cercariae are
short lived and they do not grow outside the host. It is therefore conceivable that their RNA
was produced during their development in the snail. We used incorporation of the cytosine
analog 5-ethynyl-uridine (EU) and fluorescence labeling to detect active transcription in vivo.
At 28°C, the maximum life span of a cercaria is 32 h (90% of mortality occurs past 26 h [49])
but infection capacity decreases rapidly and probably does not exceed 6 h. We decided there-
fore to use a relatively long EU pulse of 18 h. Despite this, we detected fluorescence signals in
less than 10% of the cercariae. With the exception of a single individual (out of one hundred)
signals were detected in only a few of the roughly 1,000 cells of an individual larva, and were
always restricted to the nucleus (examples shown in Fig 5). In contrast, schistosomula, the first
developmental stage after infection of the vertebrate host, showed consistent staining in the
100 arbitrarily chosen individuals and staining was more dispersed. We conclude that there is
very little transcription in cercariae and that transcription is rapidly activated upon transfor-
mation into schistosomula. Our observation that in cercariae the repressive mark H3K9me3
is slightly upstream and the permissive mark H3K9ac is slightly downstream but close to the
TSS is in accordance with stalled transcription. In contrast, in adults H3K9 acetylation and
methylation are spread out with H3K9ac occurring along the gene body and H3K9me3 in the
upstream regions separating genes (Fig 6A).

Bivalent H3K4/H3K27 trimethylation and absence of transcription are reminiscent of what
occurs in ESC of vertebrates, e.g. mice [13], human [50] and zebrafish [51]. There, bivalent

Fig 5. Detection of RNA synthesis by incorporation of EU by fluorescence microscopy. Top panel (blue) Hoechst 33342 staining of DNA, bottom panel
(green) EU incorporation and detection with Alexa Fluor 488. White bar 20 μm.

doi:10.1371/journal.pntd.0003853.g005
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H3K4/H3K27 trimethylation occurs at the transcription start site of lineage-specific genes and
it was proposed that it keeps them transcriptionally “poised”, with the transcription machinery
in place, ready to start transcription upon removal of the H3K27me3 mark (reviewed in [51]).
ESC do not exist in schistosomes, but totipotent somatic stem cells (neoblasts) were found in
platyhelminthes from the free-living turbellarians (for review [52]) to the endo- or ecto-para-
sitic flatworms (monogenea, cestoda, trematoda) [53]. Recently, somatic stem cells were
detected in adult schistosomes and called proliferating somatic cells (PSCs) [23,54]. Another
type of stem cells, totipotent germinal cells, is present in the intramolluscan stages of S.man-
soni but they are restricted to a small germinal cell cluster in cercariae [23]. Chromatin struc-
ture profiles for these cells have not been studied but it could be that cercariae possess simply a

Fig 6. Comparison of EpiChIP profiles 2 kb upstream and 4 kb downstream of the TSS (average for 12,871 genes located on linkage groups that
are assembled on chromosome level) between different histone isoforms in cercariae (left) and adults (right). TSS and direction of transcription
indicated by an arrowhead. (A) methylation of H3K9 upstream of TSS and acetylation downstream, concentrated around TSS in cercariae and spanning the
gene body (H3K9ac) and the intergenic region (H3K9me3) in adults, (B) methylation of H3K9 and H3K4 are mutually exclusive in adults but overlap in
cercariae.

doi:10.1371/journal.pntd.0003853.g006
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large number of ESC-like cells. The ultrastructure of cercariae was described in great detail in
the past [55,56] and apart from the above-mentioned small population of germinal cells, no
stem cells were detected. Stem cells could be identified thanks to the expression of characteris-
tic marker genes such as vasa, piwi, tudor and nanos. However, piwi and tudor-domain con-
taining genes are absent from flukes and tapeworms and no true vasa orthologue has been
identified in schistosomes [41]. Thus, we sought to exploit rapid replication as another charac-
teristic feature of these cells to identify them in schistosomes.

No DNA replication in cercariae
We used 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EDU) incorporation to detect replication in cercariae and
schistosomula. While the latter showed at least one replicating cell per individual in 27% (36
out of 135) after 2 h EDU pulse and 86% (156 out of 181) after 18 h, in none of the cercariae
did we detect replication. Consequently, cercariae do not contain large amounts of rapidly rep-
licating ES-like cells or neoblasts that could explain the ChIP-Seq profiles.

Discussion
We describe here the epigenome of S.mansoni using four major histone modifications. We
analyzed unique sequences, in particular those containing genes, but also the repetitive com-
partment of the genome.

The enrichment of histone forms around TSS shares similarities with other metazoans, but
also shows particularities. Similar to what is found in model organisms, H3K4me3 is enriched
at transcription start sites (TSS) and promoter regions of genes with actual or potential tran-
scription [2,5,57–59]. In mammalian genomes, it marks active or poised (when combined with
a repressive mark) high CpG-content promoters, while is only present at low CpG-content
promoters when the latter are active. Further analysis will show if this is also the case in schisto-
somes and for what reason some TSS are devoid of H3K4me3. H3K9ac is another mark associ-
ated with euchromatin and facilitation of transcription [2–6]. The main enrichment of this
mark is often observed between the beginning of promoters and the 5’ end of genes, and some-
times in enhancers [2,3,7]. In S.mansoni there is a clear difference between cercariae and adults
with H3K9ac spanning the gene body only in the latter. H3K9me3 is a landmark of constitutive
heterochromatin. In many organisms it is highly enriched at telomeric, pericentromeric and
repeat-rich regions, and is responsible for stable large-scale repression [8–11]. In humans, it
was shown that this modification is mutually exclusive with H3K4me3 [12]. This is also the
case in adult schistosomes (Fig 6B). Nevertheless, H3K9me3 can be present at a very high level
over transcribed regions of active mammalian genes, especially 1.5 kb after the TSS, and at a
low levels at the promoter [60]. H3K9me3 increases during activation of transcription and is
quickly removed afterwards [60]. In our study, association of H3K9me3 with the TSS is only
observed in cercariae, where this mark is predominately located upstream of the gene. In S.
mansoni, a combination of H3K9me3 and H3K9ac allows the prediction of the direction of
transcription (always from the H3K9me3 peak to the H3K9ac peak) and it seems that blocks of
H3K9me3 separate promoters of genes that are transcribed back-to-back (example shown in
Fig 2C). This might be a signature of protein-coding genes. The fourth studied histone isoform,
H3K27me3 is known to maintain facultative heterochromatin and is involved in the regulation
and sequential expression/repression of developmental genes [11,61]. It is present at inactive
or poised (when combined with H3K4me3) high CpG-content promoters and is anti-corre-
lated with the level of transcription [9,10]. In some unicellular organisms, such as Plasmodium
falciparum this mark can even be absent [6]. In S.mansoni, the mark is weak in genes of schis-
tosomula and adults, but present in cercariae. Similar to ESC, bivalent trimethylation of H3K4
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and H3K27 is present in at least 121 genes. Bivalent methylation is often considered as an ESC
specific mark that leads to “poised” transcription that can rapidly be activated when the cells
enter into differentiation. Our data indicate that there are no rapidly proliferating stem cells in
cercariae, and we show that there is no transcriptional activity. Consequently, neoblasts of cer-
cariae are either in a dormant state, or somatic cells of cercariae use the same mechanism as
ESC to poise transcription that is rapidly activated after infection, upon transformation into
schistosomula (at least during the first 18 h after penetration in the host). Bivalent H3K4/
H3K27 trimethylation could therefore be a phylogenetically very old and/or more general
mechanism to poise transcription than currently thought. However, as only 121 genes were
detected to have these bivalent marks, another mechanisms could be involved in the transcrip-
tion silencing observed in cercariae. At the moment, we can only hypothesize that the major
shift of H3K27me3 enrichment (from gene body in cercariae to upstream of TSS in schistoso-
mula and adults, Fig 4) and/or the strong enrichment of H3K9me3 and H3K9ac at the TSS of
cercariae play a role in this phenomenon.

While the importance of repetitive sequences for genome structure and evolution is gener-
ally accepted, they are often considered too difficult to analyze by genome-wide approaches.
Almost half of the S.mansoni genome is composed of repeats [39] and we deemed it to be
important to include these in our analysis. Here we used a straightforward approach to evaluate
chromatin structure in all known repeat classes of S.mansoni. We show that in five mini-satel-
lite regions composed of retrotransposons H3K4me3 and H3K9ac increase while H3K9me3
and H3K27me3 decrease during the transition from cercariae into adults. It is difficult to evalu-
ate the functional importance of this chromatin structure change. It was shown in cultured
human cells that another type of satellite DNA (gamma satellites) is enriched for H3K4me3,
and that it shields adjacent genes from heterochromatisation [62]. Acetylation of H3K9 was
not investigated in this latter study. A similar effect might occur in our system but further work
will be necessary to elucidate the function of these repeat regions.

In summary, we present here the epigenomes of S.mansoni for three life cycle stages. We
show that in cercariae, bivalent H3K4/H3K27 trimethylation exists. To the best of our knowl-
edge, this bivalent trimethylation has, in the animal kingdom, so far only been found in verte-
brate ESCs. We also show that TSS occupancy by H3K4me3 is stable between cercariae and
adults in the large majority of genes. It changes drastically for H3K9 trimethylation and acety-
lation. In addition, we identified at least five repeat locations that gain euchromatic status dur-
ing development into adults. Our findings support a model in which transcription is poised in
cercariae due to the presence of both activating and repressive marks. It is reactivated, presum-
ably through the removal of the repressive methylation at the TSS and in the gene body, and in
conjunction with large scale chromatin remodeling (indicated by changes in repeat regions). In
this model, histone-modifying enzymes, in particular H3K27 and H3K9 demethylases would
act within 18 h after skin penetration to release the poised state and allow for rapid activation
of the transcription machinery that is already in place around the TSS. We had shown before
that histone-modifying enzymes are indeed essential for transformation and infection success
of another life cycle stage, the miracidia [63]. Others have shown that inhibition of HDAC8
leads to parasite death [64]. In zebrafish, a H3K27 demethylase of the KDM6 type (UTX) is
needed for fin regeneration [65]. An orthologue of UTX is encoded in the S.mansoni genome
(Smp_034000) and by q-RT-PCR we found that mRNA for this gene is present in cercariae,
all four stages of schistosomula in vivo, and in male and female adults. Further studies will
show if blocking this candidate will result in developmental arrest. Besides being of academic
interest, such enzymes would also be promising new drug candidates, especially in the light of
the fact that the only drug currently available to cure schistosomiasis, praziquantel, is ineffec-
tive against the larval forms [66]. In addition, many parasites possess infective life cycle stages
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that develop immediately after infection. Our findings should motivate search for characteristic
histone modifications in these stages.

Supporting Information
S1 Table. (a) Primers targeting regions with bivalent H3K4me3 and H3K27me3 marks in
cercariae, and monovalent H3K4me3 marks in adults. (b) Primers targeting regions with
H3K4me3 differences between cercariae and adults.
(DOCX)

S2 Table. H3K4me3 peaks in putative polycistrons with a maximum intergenic distance of
200bp. Upstream indicates the transcript that is located upstream of the trans-splicing accep-
tor site. Down-stream indicates the putative trans-spliced transcript. Polycistron list from
http://www.plosntds.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pntd.0001455#s5 (S2
Table).
(XLS)

S3 Table. DESeq results for ChIP-Seq on repetitive sequences.
(XLSX)

S4 Table. List of transcripts for which TSS has H3K4me3 and H3K27me in cercariae, evi-
dence from GeneDB (for Smp_######) and from AmiGO v.1.8 (for TCONS_########).
(PDF)

S1 Fig. Relative enrichment compared to the alpha-tubulin locus: ChIP-Seq vs qPCR, p-
value is given for the t-test of the null hypothesis that the corresponding slope is equal to
zero against the two-sided alternative.
(TIFF)

Acknowledgments
The authors are grateful for technical support by Anne Rognon, Jean-François Allienne,
Nathalie Aranciabia, Rémi Emans, Bernard Dejean and Claire Picard. We thank Ivonne Heinze
for her diligent and skillful technical assistance in Illumina sequencing. We also thank the
French National Research Agency for providing financial support to this project (ANR
INVIMORY).

Author Contributions
Conceived and designed the experiments: CG. Performed the experiments: DR JMJL MALP
MF HPMG. Analyzed the data: DR CC CG. Contributed reagents/materials/analysis tools: RE.
Wrote the paper: DR JMJL MALP CC CG.

References
1. Strahl BD, Allis CD (2000) The language of covalent histone modifications. Nature 403: 41–45. PMID:

10638745

2. Pokholok DK, Harbison CT, Levine S, Cole M, Hannett NM et al. (2005) Genome-wide map of nucleo-
some acetylation and methylation in yeast. Cell 122: 517–527. PMID: 16122420

3. Nishida H, Suzuki T, Kondo S, Miura H, Fujimura Y et al. (2006) Histone H3 acetylated at lysine 9 in pro-
moter is associated with low nucleosome density in the vicinity of transcription start site in human cell.
Chromosome Res 14: 203–211. PMID: 16544193

4. Koch CM, Andrews RM, Flicek P, Dillon SC, Karaoz U et al. (2007) The landscape of histone modifica-
tions across 1% of the human genome in five human cell lines. Genome Res 17: 691–707. PMID:
17567990

S.mansoni Epigenome

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0003853 August 25, 2015 19 / 22



5. Kharchenko PV, Alekseyenko AA, Schwartz YB, Minoda A, Riddle NC et al. (2011) Comprehensive
analysis of the chromatin landscape in Drosophila melanogaster. Nature 471: 480–485. doi: 10.1038/
nature09725 PMID: 21179089

6. Hoeijmakers WA, Stunnenberg HG, Bartfai R (2012) Placing the Plasmodium falciparum epigenome
on the map. Trends Parasitol 28: 486–495. doi: 10.1016/j.pt.2012.08.006 PMID: 22999479

7. Hon GC, Hawkins RD, Ren B (2009) Predictive chromatin signatures in the mammalian genome. Hum
Mol Genet 18: R195–201. doi: 10.1093/hmg/ddp409 PMID: 19808796

8. Martens JH, O'Sullivan RJ, Braunschweig U, Opravil S, Radolf M et al. (2005) The profile of repeat-
associated histone lysine methylation states in the mouse epigenome. EMBO J 24: 800–812. PMID:
15678104

9. Liu T, Rechtsteiner A, Egelhofer TA, Vielle A, Latorre I et al. (2011) Broad chromosomal domains of his-
tone modification patterns inC. elegans. Genome Res 21: 227–236. doi: 10.1101/gr.115519.110
PMID: 21177964

10. Zhou VW, Goren A, Bernstein BE (2011) Charting histone modifications and the functional organization
of mammalian genomes. Nat Rev Genet 12: 7–18. doi: 10.1038/nrg2905 PMID: 21116306

11. Bannister AJ, Kouzarides T (2011) Regulation of chromatin by histone modifications. Cell Res 21:
381–395. doi: 10.1038/cr.2011.22 PMID: 21321607

12. Binda O, LeRoy G, Bua DJ, Garcia BA, Gozani O et al. (2010) Trimethylation of histone H3 lysine 4
impairs methylation of histone H3 lysine 9: regulation of lysine methyltransferases by physical interac-
tion with their substrates. Epigenetics 5: 767–775. doi: 10.4161/epi.5.8.13278 PMID: 21124070

13. Bernstein BE, Mikkelsen TS, Xie X, Kamal M, Huebert DJ et al. (2006) A bivalent chromatin structure
marks key developmental genes in embryonic stem cells. Cell 125: 315–326. PMID: 16630819

14. Vastenhouw NL, Schier AF (2012) Bivalent histone modifications in early embryogenesis. Curr Opin
Cell Biol 24: 374–386. doi: 10.1016/j.ceb.2012.03.009 PMID: 22513113

15. Hotez PJ, Brindley PJ, Bethony JM, King CH, Pearce EJ et al. (2008) Helminth infections: the great
neglected tropical diseases. J Clin Invest 118: 1311–1321. doi: 10.1172/JCI34261 PMID: 18382743

16. Brink LH, McLaren DJ, Smithers SR (1977) Schistosoma mansoni: a comparative study of artificially
transformed schistosomula and schistosomula recovered after cercarial penetration of isolated skin.
Parasitology 74: 73–86. PMID: 320543

17. Anderson L, Pierce RJ, Verjovski-Almeida S (2012) Schistosomamansoni histones: from transcription
to chromatin regulation; an in silico analysis. Mol Biochem Parasitol 3: 105–114.

18. Protasio AV, Tsai IJ, Babbage A, Nichol S, Hunt M et al. (2012) A Systematically Improved High Quality
Genome and Transcriptome of the Human Blood Fluke Schistosomamansoni. PLoS Negl Trop Dis 6:
e1455. doi: 10.1371/journal.pntd.0001455 PMID: 22253936

19. Duvall RH, DeWitt WB (1967) An improved perfusion technique for recovering adult schistosomes from
laboratory animals. Am J Trop Med Hyg 16: 483–486. PMID: 4952149

20. Mann VH, Morales ME, Rinaldi G, Brindley PJ (2010) Culture for genetic manipulation of developmental
stages of Schistosomamansoni. Parasitology 137: 451–462. doi: 10.1017/S0031182009991211
PMID: 19765348

21. Lazdins JK, Stein MJ, David JR, Sher A (1982) Schistosomamansoni: rapid isolation and purification of
schistosomula of different developmental stages by centrifugation on discontinuous density gradients
of Percoll. Exp Parasitol 53: 39–44. PMID: 6276213

22. Basch PF (1981) Cultivation of Schistosomamansoni in vitro. I. Establishment of cultures from cercar-
iae and development until pairing. J Parasitol 67: 179–185. PMID: 7241277

23. Wang B, Collins JJr, Newmark PA (2013) Functional genomic characterization of neoblast-like stem
cells in larval Schistosomamansoni. Elife 2: e00768. doi: 10.7554/eLife.00768 PMID: 23908765

24. Hellemans J, Mortier G, De Paepe A, Speleman F, Vandesompele J (2007) qBase relative quantifica-
tion framework and software for management and automated analysis of real-time quantitative PCR
data. Genome Biol 8: R19. PMID: 17291332

25. Portela J, Grunau C, Cosseau C, Beltran S, Dantec C et al. (2010) Whole-genome in-silico subtractive
hybridization (WISH)—usingmassive sequencing for the identification of unique and repetitive sex-spe-
cific sequences: the example of Schistosomamansoni. BMCGenomics 11: 387. doi: 10.1186/1471-
2164-11-387 PMID: 20565937

26. Cosseau C, Azzi A, Smith K, Freitag M, Mitta G et al. (2009) Native chromatin immunoprecipitation (N-
ChIP) and ChIP-Seq of Schistosomamansoni: Critical experimental parameters. Molecular & Biochem-
ical Parasitology 166: 70–76.

27. Cosseau C, Grunau C (2011) Native chromatin immunoprecipitation. Methods Mol Biol 791: 195–212.
doi: 10.1007/978-1-61779-316-5_15 PMID: 21913081

S.mansoni Epigenome

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0003853 August 25, 2015 20 / 22



28. Giardine B, Riemer C, Hardison RC, Burhans R, Elnitski L et al. (2005) Galaxy: a platform for interactive
large-scale genome analysis. Genome Res 15: 1451–1455. PMID: 16169926

29. Langmead B, Salzberg SL (2012) Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nat Methods 9: 357–
359. doi: 10.1038/nmeth.1923 PMID: 22388286

30. Li H, Handsaker B, Wysoker A, Fennell T, Ruan J et al. (2009) The Sequence Alignment/Map format
and SAMtools. Bioinformatics 25: 2078–2079. doi: 10.1093/bioinformatics/btp352 PMID: 19505943

31. Althammer S, Gonzalez-Vallinas J, Ballare C, Beato M, Eyras E (2011) Pyicos: a versatile toolkit for the
analysis of high-throughput sequencing data. Bioinformatics 27: 3333–3340. doi: 10.1093/
bioinformatics/btr570 PMID: 21994224

32. Quinlan AR, Hall IM (2010) BEDTools: a flexible suite of utilities for comparing genomic features. Bioin-
formatics 26: 841–842. doi: 10.1093/bioinformatics/btq033 PMID: 20110278

33. Feng X, Grossman R, Stein L (2011) PeakRanger: a cloud-enabled peak caller for ChIP-seq data.
BMC Bioinformatics 12: 139. doi: 10.1186/1471-2105-12-139 PMID: 21554709

34. Stein LD, Mungall C, Shu S, Caudy M, MangoneM et al. (2002) The generic genome browser: a build-
ing block for a model organism system database. Genome Res 12: 1599–1610. PMID: 12368253

35. Trapnell C, Roberts A, Goff L, Pertea G, Kim D et al. (2012) Differential gene and transcript expression
analysis of RNA-seq experiments with TopHat and Cufflinks. Nat Protoc 7: 562–578. doi: 10.1038/
nprot.2012.016 PMID: 22383036

36. Stark R, Brown G (2013) DiffBind: differential binding analysis of ChIP-Seq peak data. bioconductorjp

37. Gentleman RC, Carey VJ, Bates DM, Bolstad B, Dettling M et al. (2004) Bioconductor: open software
development for computational biology and bioinformatics. Genome Biol 5: R80. PMID: 15461798

38. Hebenstreit D, Gu M, Haider S, Turner DJ, Lio P et al. (2011) EpiChIP: gene-by-gene quantification of
epigenetic modification levels. Nucleic Acids Res 39: e27. doi: 10.1093/nar/gkq1226 PMID: 21131282

39. Lepesant JM, Roquis D, Emans R, Cosseau C, Arancibia N et al. (2012) Combination of de novo
assembly of massive sequencing reads with classical repeat prediction improves identification of repet-
itive sequences in Schistosomamansoni. Exp Parasitol 130: 470–474. doi: 10.1016/j.exppara.2012.
02.010 PMID: 22381218

40. Anders S, Huber W (2010) Differential expression analysis for sequence count data. Genome Biol 11:
R106. doi: 10.1186/gb-2010-11-10-r106 PMID: 20979621

41. Tsai IJ, Zarowiecki M, Holroyd N, Garciarrubio A, Sanchez-Flores A et al. (2013) The genomes of four
tapeworm species reveal adaptations to parasitism. Nature 496: 57–63. doi: 10.1038/nature12031
PMID: 23485966

42. Berriman M, Haas BJ, LoVerde PT, Wilson RA, Dillon GP et al. (2009) The genome of the blood fluke
Schistosomamansoni. Nature 460: 352–358. doi: 10.1038/nature08160 PMID: 19606141

43. Gao D, Kim J, Kim H, Phang TL, Selby H et al. (2010) A survey of statistical software for analysing
RNA-seq data. HumGenomics 5: 56–60. PMID: 21106489

44. Lepesant JM, Cosseau C, Boissier J, Freitag M, Portela J et al. (2012) Chromatin structure changes
around satellite repeats on the Schistosomamansoni female sex chromosome suggest a possible
mechanism for sex chromosome emergence. Genome Biol 13: R14. doi: 10.1186/gb-2012-13-2-r14
PMID: 22377319

45. Grossman AI, Short RB, Cain GD (1981) Karyotype evolution and sex chromosome differentiation in
Schistosomes (Trematoda, Schistosomatidae). Chromosoma 84: 413–430. PMID: 7327052

46. Chueh AC, Wong LH, Wong N, Choo KH (2005) Variable and hierarchical size distribution of L1-retroe-
lement-enriched CENP-A clusters within a functional human neocentromere. HumMol Genet 14: 85–
93. PMID: 15537667

47. Mourao MM, Grunau C, Loverde PT, Jones MK, Oliveira G (2012) Recent advances in Schistosoma
genomics. Parasite Immunol 34: 151–162. doi: 10.1111/j.1365-3024.2011.01349.x PMID: 22145587

48. Fitzpatrick JM, Peak E, Perally S, Chalmers IW, Barrett J et al. (2009) Anti-schistosomal intervention
targets identified by lifecycle transcriptomic analyses. PLoS Negl Trop Dis 3: e543. doi: 10.1371/
journal.pntd.0000543 PMID: 19885392

49. Theron A, Pointier J-P (1985) Recherche des facteurs susceptibles d'empêcher la réalisation du cycle
de Schistosomamansoni dans les mares de la grande terre de Guadeloupe (Antilles françaises).
Annales de parasitologie humaine et comparée 60:

50. Pan G, Tian S, Nie J, Yang C, Ruotti V et al. (2007) Whole-genome analysis of histone H3 lysine 4 and
lysine 27 methylation in human embryonic stem cells. Cell Stem Cell 1: 299–312. doi: 10.1016/j.stem.
2007.08.003 PMID: 18371364

S.mansoni Epigenome

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0003853 August 25, 2015 21 / 22



51. Vastenhouw NL, Zhang Y, Woods IG, Imam F, Regev A et al. (2010) Chromatin signature of embryonic
pluripotency is established during genome activation. Nature 464: 922–926. doi: 10.1038/nature08866
PMID: 20336069

52. Baguna J (2012) The planarian neoblast: the rambling history of its origin and some current black
boxes. Int J Dev Biol 56: 19–37. doi: 10.1387/ijdb.113463jb PMID: 22252540

53. Brehm K (2010) Echinococcus multilocularis as an experimental model in stem cell research and
molecular host-parasite interaction. Parasitology 137: 537–555. doi: 10.1017/S0031182009991727
PMID: 19961652

54. Collins JJr, Newmark PA (2013) It's no fluke: the planarian as a model for understanding schistosomes.
PLoS Pathog 9: e1003396. doi: 10.1371/journal.ppat.1003396 PMID: 23874195

55. Collins JJr, Wang B, Lambrus BG, Tharp ME, Iyer H et al. (2013) Adult somatic stem cells in the human
parasite Schistosomamansoni. Nature 494: 476–479. doi: 10.1038/nature11924 PMID: 23426263

56. Dorsey CH, Cousin CE, Lewis FA, Stirewalt MA (2002) Ultrastructure of the Schistosomamansoni cer-
caria. Micron 33: 279–323. PMID: 11742750

57. Berger SL (2007) The complex language of chromatin regulation during transcription. Nature 447:
407–412. PMID: 17522673

58. Gu SG, Fire A (2010) Partitioning theC. elegans genome by nucleosomemodification, occupancy, and
positioning. Chromosoma 119: 73–87. doi: 10.1007/s00412-009-0235-3 PMID: 19705140

59. Zentner GE, Henikoff S (2013) Regulation of nucleosome dynamics by histone modifications. Nat
Struct Mol Biol 20: 259–266. doi: 10.1038/nsmb.2470 PMID: 23463310

60. Vakoc CR, Mandat SA, Olenchock BA, Blobel GA (2005) Histone H3 lysine 9 methylation and
HP1gamma are associated with transcription elongation through mammalian chromatin. Mol Cell 19:
381–391. PMID: 16061184

61. Trojer P, Reinberg D (2007) Facultative heterochromatin: is there a distinctive molecular signature?
Mol Cell

62. Kim JH, Ebersole T, Kouprina N, Noskov VN, Ohzeki J et al. (2009) Human gamma-satellite DNAmain-
tains open chromatin structure and protects a transgene from epigenetic silencing. Genome Res 19:
533–544. doi: 10.1101/gr.086496.108 PMID: 19141594

63. Azzi A, Cosseau C, Grunau C (2009) Schistosomamansoni: developmental arrest of miracidia treated
with histone deacetylase inhibitors. Exp Parasitol 121: 288–291. doi: 10.1016/j.exppara.2008.11.010
PMID: 19094990

64. Marek M, Kannan S, Hauser AT, Moraes Mourao M, Caby S et al. (2013) Structural basis for the inhibi-
tion of histone deacetylase 8 (HDAC8), a key epigenetic player in the blood fluke Schistosomaman-
soni. PLoS Pathog 9: e1003645. doi: 10.1371/journal.ppat.1003645 PMID: 24086136

65. Stewart S, Tsun ZY, Izpisua Belmonte JC (2009) A histone demethylase is necessary for regeneration
in zebrafish. Proc Natl Acad Sci U S A 106: 19889–19894. doi: 10.1073/pnas.0904132106 PMID:
19897725

66. Doenhoff MJ, Cioli D, Utzinger J (2008) Praziquantel: mechanisms of action, resistance and new deriv-
atives for schistosomiasis. Curr Opin Infect Dis 21: 659–667. doi: 10.1097/QCO.0b013e328318978f
PMID: 18978535

S.mansoni Epigenome

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0003853 August 25, 2015 22 / 22



Chapitre II : Caractérisation de la structure chromatinienne de S. mansoni 
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Supplementary Figure 1 : relative encirchment compared to the alpha-tubulin locus : ChIP-Seq vs. qPCR. P-
vailue is given for the t-test of the null hypothesis that the corresponding slope is equal to zero against the 
two-sided alternative. 
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Supplementary Table 1:  

(A) Primers targeting regions with bivalent H3K4me3 and H3K27me3 marks in cercaria, and monovalent 
H3K4me3 marks in adults 

Name Forward sequence Reverse sequence 

sm.Chr_1:47971550,47972100 gcacgtaaaccaccagcccca caagcgaaaatccacgcgcca 

sm.SC_0034:2246640,2247240 gctcgcggagagtaaacccga acgccgcctgaagatcaaggg 

sm.SC_0071:1183830,1184320 tgaccagtgtggaaatgacctgttgt agtgaccactcgataggcacgca 

sm.Chr_1:8165260,8166110 gacctgggtgcactgggcaa tggacgaaagtctcgttcttgatctct 

sm.Chr_2:21540210,21540530 tgctttgtgtgatttccaaagcccatt agatcacagcccgagccttct 

sm.SC_0225:87490,88050 tgtccagcaaaatcccatgtcgc tgtgttgcttgttgtccacagga 

sm.Chr_2:26997540,26998000 tcgtctcgcaatttacttttgagcca caatgactgtgttgcggaatatctggt 

sm.Chr_3:12856600,12856890 tcctccacccccacgtacgttat ccggtttgagttgccatacccca 

sm.Chr_1:40471080,40471790 tggtttagcttacgtgcgagagttc acgcgcttgtgagtgtgactgt 

sm.Chr_W:44511380,44511690 tgaggcgagataggacacattcattca agatggtcattaggaacagccgaact 

   

   

(B) Primers targeting regions with H3K4me3 differences between cercaria and adults 

Name Forward sequence Reverse sequence 

XLOC_002337 ccgtcacggccaataagggcg gctcccatatgatgctcgattggct 

XLOC_004599 tgagcgagagtgatgctcttttcg acagaagctgacgcccctga 

XLOC_004718 aagtggacgagaccggccca aggttgcgaaaagccgacgaca 

XLOC_010397 tgggtggtggtttgcttgtgga cgccccaaaactcgcaagcc 

XLOC_004811 gcctgacgctagcgactgaaca tccggacaggttggggtgtct 

XLOC_011635 agaaccactgagggttatggtgtgt ttcgctcctccagcccacaa 

XLOC_001136 gggcggcagaatcagggtcg gggaactccggagacccaca 

XLOC_006515 tccacccactttcaccgaccact acgtcagctgtcgctactacca 

XLOC_006717 gctactcaacatatcctgatctcccgt gattgagctctattttgaggaagccga 

XLOC_001871 ccgatcgtgcgcttcgtcgat agccttgatgccagctttccga 
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Up-stream Down-stream H3K4me3 peak Genes Comments
Smp_034530.1 Smp_140830.1 Smp_034530.1 2
Smp_165510.1 Smp_129050.1 Smp_129050.1 2 Smp_165510.1 intragenic
Smp_136210.1 Smp_025950.1 both 2

Smp_025680.1 Smp_025670.1 Smp_025680.1 2
Smp_057140.1 Smp_210460 Smp_057140.1 2 in red: corrected
Smp_021280.1 Smp_133700.1 Smp_021280.1 2
Smp_187170.1 Smp_122050.1 no peak

Smp_048870.1 Smp_048880.1 Smp_048870.1 2
Smp_023160.1 Smp_023170.1 double peak 2
Smp_180990.1 Smp_181000.1 Smp_180990.1 2
Smp_033590.1 Smp_140300.1 6 kb upstream of Smp_033590.1 3
Smp_079750.1 Smp_079760.1 Smp_079750.1 2
Smp_084900.1 Smp_084890.1 Smp_084900.1 2
Smp_030030.1 Smp_030020.1 Smp_030030.1 2

Smp_120980.1 Smp_120960.1 Smp_120980.1 2 or 3
Smp_120980 intragenic. Tiny peak of H3K4me3 at the start of 
Smp_120960. 1 additionnal "gene" in our transcriptome

Smp_114470.1 Smp_138100.1 Smp_138100.1 2 to 4
Smp_114470 intragenic, which is huge (80 kb). 2 additional "genes" in our 
transcriptome

Smp_006980.1 Smp_006970.1 Smp_006980.1 2
Smp_188210.1 Smp_172620.1 inside Smp_172620 2 Smp_188210 intragenic
Smp_146660.1 Smp_211050 Upstream of smp_146660.1 2 or 3 in red: corrected
Smp_038630.1 Smp_038640.1 Smp_038630.1 2
Smp_058970.1 Smp_153860.2 Smp_058970.1 2
Smp_090790.1 Smp_090800.1 Smp_090790.1 2
Smp_090830.1 Smp_090820.1 Upstream of Smp_090830 2
Smp_175220.1 Smp_175210.1 Smp_175220.1 2 or 3 Smp_175200 downstream of Smp_175210 do not have a H3K4me3 mark
Smp_149120.1 Smp_149100.1 Inside Smp_149120 2 to 4 Smp_149100,  additional "genes in our transcriptome
Smp_101220.1 Smp_127110.1 Smp_127110.1 2 Smp_101220 intragenic
Smp_191360.1 Smp_157000.1 Smp_157000.1 2 Smp_191360 intragenic
Smp_143000.1 Smp_142990.1 Smp_143000.1 2
Smp_038430.1 Smp_038420.1 Smp_038430.1 3
Smp_114910.1 Smp_171960.1 Inside or upstream of Smp_171960 2 Smp_114910 intragenic
Smp_165540.1 Smp_080520.1 Upstream of Smp_165540 2
Smp_128610.1 Smp_012050.1 Smp_128610.1 2
Smp_088390.1 Smp_088380.1 Upstream of Smp_088390.1 3
Smp_088380.1 Smp_170260.1 Upstream of Smp_088390.1 3
Smp_059870.1 Smp_059880.1 Smp_059870.1 2
Smp_173910.1 Smp_094470.1 Smp_173910.1 2
Smp_024120.1 Smp_024110.1 Upstream of Smp_024120.1 2 very wide H3K4me3 mark
Smp_180370.1 Smp_180360.1 Smp_180370.1 2
Smp_162350.1 Smp_196030.1 Smp_162350.1 2
Smp_162910.1 Smp_192920.1 Smp_192920.1 2 Smp_192920 intragenic
Smp_160260.1 Smp_160270.1 Smp_160260.1 2
Smp_180190.1 Smp_133910.1 Smp_133910.1 1 No sign of Smp_133910
Smp_103330.1 Smp_103320.1 Upstream of Smp_103330.1 2

Smp_155580.1 Smp_155560.1 Smp_155560.1 1
Both genes very far appart with a gene in the reverse orientation between 
them

Smp_041680.1 Smp_041680.1 Upstream of Smp_041680.1 2
Smp_104530 Smp_180530.4 Smp_180530.4 2 in red: corrected

Up-stream Down-stream H3K4me3 peak Genes Comments
Smp_003770.1 Smp_003760.1 wide 2
Smp_003630.1 Smp_124110.1 Smp_003630.1 2

Smp_035010.1 Smp_035000.1 no peak 3
Upstream gene Smp_035020.1 display a peak and might be the first gene 
in the polycystronic unit. Transcriptomic evidences support this hyptohesis.

Smp_020370.1 Smp_020360.1 Smp_020370.1 2 or more
Smp_020210.1 Smp_133160.1 Smp_020210.1 2
Smp_034530.1 Smp_140830.1 Smp_034530.1 2
Smp_012450.1 Smp_012460.1 no peak 2
Smp_165510.1 Smp_129050.1 Smp_165510.1 2 Smp_129050.1 intragenic

Smp_034030.1 Smp_140550.1 no peak 2 or 3
Upstream gene Smp_034010.1 display a peak and might be the first gene in 
the polycystronic unit. Transcriptomic evidences support this hyptohesis.

Smp_200830.1 Smp_200840.1 no peak 2 or more
Smp_136210.1 Smp_025950.1 Upstream of Smp_136210.1 2

Smp_025680.1 Smp_025670.1 Smp_025680.1 2
Smp_066820.1 Smp_066830.1 Smp_066820.1 2
Smp_114160.1 Smp_196480.1 Upstream of Smp_114160.1 2
Smp_152750.1 Smp_152760.1 Smp_152750.1 2
Smp_057140.1 Smp_152820.1 Smp_057140.1 2
Smp_165030.1 Smp_079570.1 Smp_165030.1 2
Smp_173050.2 Smp_092990.1 Smp_173050.2 2
Smp_021280.1 Smp_133700.1 Smp_021280.1 2
Smp_147940.1 Smp_147930.1 Smp_147940.1 2
Smp_187170.1 Smp_122050.1 no peak 2 Smp_187170.1 intragenic
Smp_127340.1 Smp_127350.1 Smp_127340.1 2
Smp_038820.1 Smp_143290.1 Upstream of Smp_038820.1 2 or 3
Smp_176620.1 Smp_099240.1 Smp_176620.1 2
Smp_121610.3 Smp_194560.1 Smp_121610.3 2
Smp_048870.1 Smp_048880.1 Smp_048870.1 2
Smp_049000.1 Smp_048990.1 no peak 2
Smp_012410.1 Smp_012400.1 Smp_012410.1 2 or 3
Smp_023160.1 Smp_023170.1 Smp_023160.1 2

Supplementary Table 2: (A) Putative polycistrons with a maximum intergenic distance of 200bp. Up-stream indicates the transcript that 
is located up-stream of the trans-splicing acceptor site. Down-stream indicates the putative trans-spliced transcript. From 
http://www.plosntds.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pntd.0001455#s5 (Table S2)

(B) Putative polycistrons with a maximum intergenic distance of 2000 bp. Up-stream indicates the transcript that is located up-stream of 
the trans-spliced acceptor site.
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Smp_180990.1 Smp_181000.1 Smp_180990.1 2
Smp_033590.1 Smp_140300.1 Upstream of Smp_033590.1 3
Smp_140400.1 Smp_033770.1 Smp_140400.1 2
Smp_075030.1 Smp_162650.1 Smp_075030.1 2
Smp_074930.1 Smp_074940.1 Smp_074930.1 2
Smp_150910.1 Smp_160570.1 Smp_150910.1 2 or more Smp_1509010 intragenic

Smp_026250.3 Smp_026260.1 Smp_026250.3 2 or 3
Smp_195160.1 Smp_076650.1 Smp_076650.1 2
Smp_123620.1 Smp_123610.1 Smp_123620.1 2
Smp_123530.1 Smp_123520.1 Smp_123530.1 2
Smp_079750.1 Smp_079760.1 Smp_079750.1 2
Smp_084900.1 Smp_084890.1 Smp_084900.1 2
Smp_030030.1 Smp_030020.1 Smp_030030.1 2
Smp_120980.1 Smp_120960.1 Smp_120980.1 2 Smp_120980.1 intragenic
Smp_042690.1 Smp_042680.1 Smp_042690.1 2
Smp_114470.1 Smp_138100.1 Smp_138100.1 2 Smp_114470.1 intragenic

Smp_006980.1 Smp_006970.1 Smp_006980.1 2
Smp_188210.1 Smp_172620.1 Upstream of Smp_188210.1 2 Smp_188210.1 intragenic
Smp_150050.1 Smp_150040.2 inside Smp_150050.1 2
Smp_146660.1 Smp_146670.1 upstream of Smp_146660.1 2
Smp_038630.1 Smp_038640.1 Upstream of Smp_038630.1 2
Smp_066960.2 Smp_066970.1 Smp_066960.2 2
Smp_058970.1 Smp_153860.2 Smp_058970.1 2
Smp_090790.1 Smp_090800.1 Smp_090790.1 2

Smp_090830.1 Smp_090820.1 no peak 2
Upstream gene Smp_171770.1 display a peak and might be the first gene in 
the polycystronic unit. Transcriptomic evidences support this hyptohesis.

Smp_070170.1 Smp_070200.1 Smp_070170.1 2
Smp_175220.1 Smp_175210.1 Smp_175220.1 2 or 3
Smp_042420.1 Smp_042430.1 Smp_042420.1 2
Smp_080130.1 Smp_165320.1 Smp_080130.1 2 or more
Smp_149120.1 Smp_149100.1 downstream of Smp_149100.1 2 Smp_149100.1 intragenic
Smp_027370.1 Smp_027360.1 no peak 2 or 3
Smp_035730.1 Smp_141410.1 Smp_035730.1 2
Smp_089060.2 Smp_089050.1 Smp_089060.2 2
Smp_126750.1 Smp_126760.1 Smp_126750.1 2
Smp_049930.1 Smp_049920.1 Smp_049930.1 2
Smp_064400.1 Smp_064390.1 no peak 2
Smp_155210.1 Smp_155200.1 Smp_155210.1 2
Smp_052760.1 Smp_052750.1 Smp_052760.1 2

Smp_024930.1 Smp_135720.1 10 kb upstream of Smp_024930.1 2
Trancriptomic data shows additional upstream exons for Smp_024930.1 
where the peak is located 

Smp_149360.1 Smp_149350.1 Smp_149360.1 2
Smp_127110.1 Smp_101220 Smp_127110.1 2 Smp_101220 intragenic, order changed
Smp_133850.1 Smp_133860.1 Smp_021550 3 Smp_021550 is the gene upstream of Smp_133850

Smp_157000.1 Smp_191360.1 Smp_157000 2 or 3
Smp_191360 intragenic, order changed, additional peak + transcript within 
predicted Smp_157000

Smp_143000.1 Smp_142990.1 Smp_143000.1 2 additional peak within Smp_142990
Smp_038430.1 Smp_038410.1 Smp_038430.1 3 additional gene upstrem of originally identified Smp_038420
Smp_038430.1 Smp_038420.1 fusionated with line above
Smp_036630.1 Smp_141890.1 Smp_036630.1 2
Smp_146490.1 Smp_045060.1 Smp_146490.1 2

Smp_032920.2 Smp_032930.1 Smp_032920.2 2
Smp_171960.1 Smp_114910.1 Smp_171960.1 2 Smp_114910 intragenic, , small peak at Smp_114910
Smp_165540.1 Smp_080520.1 Smp_165540.1 2
Smp_128610.1 Smp_012050.1 both 2 very small genes, peak covers body of the gene
Smp_088390.1 Smp_170260.1 Smp_088390.1 3 3 instead of predicted 2
Smp_088380.1 Smp_170260.1 fusionated with line above
Smp_059870.1 Smp_059880.1 Smp_059870.1 2
Smp_165830.1 Smp_165840.2 Smp_165830.1 2
Smp_173910.1 Smp_094470.1 Smp_173910.1 2
Smp_131960.1 Smp_131950.1 Smp_131960.1 2
Smp_018020.1 Smp_018030.1 Smp_018020.1 2

Smp_066010.2 Smp_157810.1 Smp_066010.2 2 or 3
small peak in 5' of Smp_157810 in adults, downstream genes Smp_157820 
without peak in TSS but intragenic

Smp_157710.1 Smp_157700.1 Smp_157710.1 2
Smp_045960.1 Smp_146870.1 Smp_045960.1 2
Smp_046090.2 Smp_146900.1 Smp_046090.2 2
Smp_046120.1 Smp_146910.1 no peak 2
Smp_024120.1 Smp_024110.1 Smp_024120.1 2 Peak is very wide
Smp_180370.1 Smp_180360.1 Smp_180370.1 2
Smp_162350.1 Smp_196030.1 Smp_162350.1 2
Smp_194930.1 Smp_194920.1 Smp_194930.1 2
Smp_037400.1 Smp_142350.1 Smp_037400.1 2 or 3 Additional gene could be Smp_142340
Smp_015440.1 Smp_130610.1 Upstream of Smp_015440.1 2
Smp_174990.1 Smp_174980.1 Smp_174990.1 2
Smp_136530.1 Smp_136520.1 Smp_136530.1 2
Smp_162910.1 Smp_192920.1 Smp_192920.1 2 Smp_192920.1 intragenic
Smp_160260.1 Smp_160270.1 Smp_160260.1 2
Smp_077400.1 Smp_077390.1 Smp_077400.1 2 Both genes 2 kb appart
Smp_136580.1 Smp_026700.1 Smp_136580.1 2
Smp_198750.1 Smp_097710.1 Smp_198750.1 2
Smp_000640.1 Smp_000630.1 Smp_000640.1 2 or 3 Additional gene could be Smp_000620
Smp_180190.1 Smp_133910.1 Smp_180190.1 1 no sign of Smp_133910,1
Smp_103330.1 Smp_103320.1 Smp_103330.1 2 Wide peak starting upstream of Smp_103330.1

Smp_155580.1 Smp_155560.1 no peak 1
Smp_155560.1 is 34 kb downstream of Smp_155580.1 and Smp_155570.1 is 
between these two genes and transcribed on the other strand.

Smp_041680.1 Smp_144870.1 Upstream of Smp_041680.1 2
Smp_042230.1 Smp_145070.1 no peak 2 At the far end of the scaffold
Smp_105070.1 Smp_105080.1 Smp_105070.1 2

Smp_107240.1 Smp_180530.4 Smp_180530.4 2 or 3
No sign of Smp_107240.1, but Smp_104530 and Smp_180540 are in the 
vicinity

Smp_164650.1 Smp_078900.1 Smp_164650.1 2
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III.1. Mise en contexte 

L’induction de résistance métastable au schistosomicide hycanthone, décrite une 

première fois par Jansma et al. (1977) correspond, à ma connaissance, à la première 

démonstration d’une Dauermodifikation chez Schistotoma mansoni. Dans ses expériences, 

Jansma décrit différents types de traitements sur des souris infectées, impliquant 

généralement des doses sous-curatives d’hycanthone (i.e. insuffisantes pour tuer la 

majorité des schistosomes), et provoquant l’apparition d’une résistance à la molécule chez 

les vers adultes survivants et leur descendance. J’étais particulièrement sceptique lors de 

la lecture de cet article, et il me semblait presque évident que le phénomène observé ne 

reflétait qu’une sélection des individus naturellement plus tolérants ou résistants au 

traitement. Toutefois, la métastabilité de cette résistance me laissait quelque peu perplexe. 

Sur certaines de ses expériences d’induction, Jansma a suivi la descendance de plusieurs 

de ses lignées induites sur 10 à 21 générations, et le pourcentage de résistance d’une 

génération à une autre pouvait être hautement fluctuant. Dans un cas particulier, on voyait 

en l’espace de trois générations, le nombre d’individus résistants passer dans la population 

de 76%, à 100%, puis 31%. Dans le cas de la sélection d’un gène de résistance, cette 

dernière devrait rester stable, ou tout du moins suivre une logique d’héritabilité 

mendélienne. La méthodologie de l’article, que j’ai décortiquée plusieurs fois, contient 

malheureusement plusieurs zones d’ombres qui ne me permettaient pas de trancher hors 

de tous doutes raisonnables sur l’origine de ce phénomène : véritable Dauermodifikation 

ou résultat de biais expérimentaux?  

« Dans le doute, abstiens toi », conseille l’adage. Cette justification ne convenant 

toutefois pas à mes encadrants, je me suis mis à la recherche de plus d’informations sur 

cette induction de résistance. J’ai essayé de contacter les auteurs de l’article pour obtenir 

des précisions sur la méthodologie, mais sans succès. W.B. Jansma n’a publié qu’une seule 

fois après son article sur l’hycantone, et a disparu du milieu scientifique. Ernest Bueding, 

dernier auteur de l’article et parasitologue renommé de l’université John Hopkins de 

Baltimore est décédé en 1986. J’ai réussi a contacter Steffen H Roger (entre temps devenu 

président de la Bucknell University en Pennsylvanie), un des co-auteurs, maintenant à la 

retraite, mais il n’a pas donné suite à ma correspondance. Le dernier signataire de l’article, 

C.L. Liu, avait un nom beaucoup trop courant pour espérer retrouver sa trace jusqu’à 
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aujourd’hui. J’ai ensuite fait une recherche bibliographique exhaustive de la résistance à 

l’hycanthone chez S. mansoni. Le traitement par cette molécule ayant été abandonné assez 

rapidement pour cause de toxicité chez l’homme, la littérature ne comporte qu’une 

quarantaine d’article sur cette question. Le statut de l’induction de résistance était 

controversé, une équipe pouvant reproduire les résultats de Jansma, une autre totalement 

incapable (et décrivant une résistance monogénique récessive et héritable de manière 

mendélienne). L’explication génétique me semblait bien plus parcimonieuse et 

convaincante, mais j’ai fait un effort (à l’époque assez important) d’ouverture d’esprit et 

décidé d’explorer un peu plus en profondeur le phénomène d’induction de résistance. 

Durant son doctorat, Julie Lepesant a reproduit une des expériences de Jansma, 

l’induction de type I (Lepesant 2012). Des souris infectées par des couples de schistosomes 

ont été injectées avec des doses sous-curatives d’hycanthone, et les œufs des parasites 

survivants ont été récupérés 60 jours plus tard pour continuer le cycle de vie et tester la 

résistance à l’état adulte. Julie a utilisé des cercaires issues de l’infection mono-miracidiale 

de mollusques pour infecter des souris. Pour rappel, toutes les cercaires issues d’un même 

miracidium sont génétiquement identiques. Ainsi, plusieurs souris sont infectées avec un 

même génotype du parasite et peuvent servir de réplicats. Cette expérience a été 

reproduite cinq fois, à partir de cinq infections mono-miracidiales différents (donc cinq 

génotypes différents du parasite). Julie a observé l’apparition de quelques individus 

résistants au sein d’une population majoritairement sensible. Dans un contexte ou les 

individus sensibles et résistants sont, en théorie, génétiquement identiques, les 

modifications épigénétiques étaient une fois de plus de bons candidats pour expliquer les 

phénotypes. Julie a pu effectuer les expériences de ChIP-Seq sur quatre modifications 

d’histones sur schistosomes adultes sensibles et résistants. Les expériences n’ont par la 

suite pas pu être continuées à cause de l’arrêt de la commercialisation de l’hycanthone.  

Mon rôle dans ce projet a été de traiter les données de ChIP-Seq avec une approche 

comparative, pour faire ressortir les différences épigénétiques associées avec l’induction 

de résistance à l’hycanthone. Entre temps, un gène de résistance à l’hycanthone ayant été 

identifié (Valentim et al. 2013), j’ai effectué des analyses génétiques permettant de montrer 

qu’il n’était pas présent chez nos individus résistants. 
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III.2. Publication associée 

Ce travail a été publié sous le titre « Exposure to hycanthone alters chromatin 

structure around specific gene functions and specific repeats in Schistosoma mansoni » 

dans le numéro spécial « Gene Functions in Schistosomes » de la revue Frontiers in 

Genetics, en août 2014. La Supplementary Figure 1 et les Supplementary Tables 1 et 2 de 

l’article sont présentés à sa suite. 
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Schistosoma mansoni is a parasitic plathyhelminth responsible for intestinal
schistosomiasis (or bilharzia), a disease affecting 67 million people worldwide and
causing an important economic burden. The schistosomicides hycanthone, and its
later proxy oxamniquine, were widely used for treatments in endemic areas during the
twentieth century. Recently, the mechanism of action, as well as the genetic origin of a
stably and Mendelian inherited resistance for both drugs was elucidated in two strains.
However, several observations suggested early on that alternative mechanisms might
exist, by which resistance could be induced for these two drugs in sensitive lines of
schistosomes. This induced resistance appeared rapidly, within the first generation,
but was metastable (not stably inherited). Epigenetic inheritance could explain such a
phenomenon and we therefore re-analyzed the historical data with our current knowledge
of epigenetics. In addition, we performed new experiments such as ChIP-seq on
hycanthone treated worms. We found distinct chromatin structure changes between
sensitive worms and induced resistant worms from the same strain. No specific pathway
was discovered, but genes in which chromatin structure modifications were observed are
mostly associated with transport and catabolism, which makes sense in the context of the
elimination of the drug. Specific differences were observed in the repetitive compartment
of the genome. We finally describe what types of experiments are needed to understand
the complexity of heritability that can be based on genetic and/or epigenetic mechanisms
for drug resistance in schistosomes.

Keywords: Schistosoma mansoni , resistance, induction, hycanthone, oxamniquine, epigenetics, repetitive
sequences

INTRODUCTION
Schistosoma mansoni, a platyhelminth trematoda parasite, is the
causing agent of intestinal schistosomiasis (or bilharzia). The par-
asite has a heteroxenous life cycle with two hosts and three main
developmental stages. The cycle begins when eggs come in con-
tact with fresh water and hatch, releasing a free-swimming larva
known as miracidium. This larva infects the intermediate host
(a freshwater snail, usually of the Biomphalaria genus). Inside
the mollusk, it will transform into primary and then secondary
sporocysts and undergo asexual multiplication. A second type
of free-swimming larvae, cercariae, is released and infects the
definitive mammalian host (human or rodent) in which they
will reach their adult form (worm) and perform sexual repro-
duction. Sexually mature schistosomes couples are located in
mesenteric veins of the mammalian host. Females lay eggs with
a characteristic lateral spine, which allow eggs to go through the
wall of the intestine and be excreted in the feces. However, a

large proportion of eggs is caught in the blood circulation and
end up being trapped in the liver, leading to hepatic fibrosis.
Bilharzia is an endemic disease in many areas in Africa and South
America, infecting 67 million people and causing an impor-
tant socio-economical burden (King, 2010). Since the beginning
of the twentieth century, several schistosomicides were devel-
oped (Galdino da Rocha Pitta et al., 2013). Many of them were
abandoned due to low treatment efficiency, as well as toxic and
sometimes mutagenic side effects to the human host (Galdino
da Rocha Pitta et al., 2013). Another major concern regarding
schistomicides is the rapid appearance of resistances, both in lab-
oratory strains and natural populations of the parasite (Bruce
et al., 1987; Coles et al., 1987; Drescher et al., 1993; WHO, 1998).
Please note that to avoid any language confusion, we use here
the definitions of drug resistance and tolerance in schistosomes as
given by Coles (2002), with the former being “when any isolate has
a significantly lower cure rate than the most sensitive isolate” and the

www.frontiersin.org July 2014 | Volume 5 | Article 207 | 1



Roquis et al. Hycanthone affects chromatin structure in S. mansoni

later when the whole species is non-responsive to the drug. These
factors left a single drug, praziquantel, as the current therapeutic
alternative. As there is very little advance in the development of
novel drugs against schistosomiasis, it becomes crucial to deepen
our understanding on which molecular and evolutionary mech-
anisms can lead to schistosomicides resistance. Such knowledge
could allow to either avoid the rapid appearance of resistances
previously seen in S. mansoni, or to find ways to circumvent it.

Various drug resistances in schistosomes were studied through
the past decades, but one of the best documented, but also most
intriguing one, is against hycanthone. This molecule is not used
anymore in treatments, and has been commercially discontinued,
but was subjected to many research works from different labo-
ratories. First evidences of resistant worms to this molecule were
published in the early 1970’s (Rogers and Bueding, 1971). It was
later demonstrated several times that schistosomes were in gen-
eral cross-resistant or cross-susceptible to both hycanthone and
another schistosomicide, oxamniquine (Jansma et al., 1977; Cioli
and Pica-Mattoccia, 1984; Dias and Olivier, 1985; Bruce et al.,
1987). Oxamniquine was often used as a proxy for hycanthone,
as the later is not commercially produced anymore and was toxic
to the host to a certain degree. Two laboratories obtained stable
resistant lines of schistosomes by injecting infected mice with a
single curative dose (i.e., killing >90% of the worms in suscepti-
ble lines, 80 mg/kg) repeated over 3–5 successive generations of
the parasite (Cioli and Pica-Mattoccia, 1984; Dias and Olivier,
1985). In these lines, resistance was heritable and stable even in
the absence of drug pressure over 9–30 generations (Dias and
Olivier, 1985; Cioli et al., 1989; Drescher et al., 1993). Classic
genetic crosses between sensitive and resistant strains, as well
as genetic complementation demonstrated that a single recessive
autosomal locus codes for the hycanthone/oxamniquine resis-
tance in two strains, MAP (named from the initials of the patient
from which it was isolated) and Baltimore Rome Resistant (BRR)
(Cioli and Pica-Mattoccia, 1984; Cioli et al., 1989, 1992; Pica-
Mattoccia et al., 1992b, 1993). Similar results were also obtained
in vitro by Coles and Bruce (1987). They cultured schistosomulas
(an immature developmental stage occurring once cercariae have
entered the mammalian host) under 240 p.p.m. of oxamniquine,
a lethal concentration for 99.8% of the population. Survivors
were injected in mice, and their progeny was not responsive to
very high concentrations (500 mg/kg) of the drug. Experiments
with tritiated hycanthone and oxamniquine demonstrated that
the molecules were absorbed by all worms, but did not persist in
resistant worms, while they were found to be covalently bound to
DNA, RNA, and proteins in the sensitive strains (Pica-Mattoccia
et al., 1988, 1989). Biochemical characterization showed that
an enzymatic activation, probably by a sulfotransferase (Pica-
Mattoccia et al., 2006), was needed by both oxamniquine and
hycanthone to be lethal to the worm. Prior to its formal character-
ization, Pica-Mattoccia et al. (1992a) were able to biochemically
isolate a fraction containing this enzyme from ground sensi-
tive worms. They showed that resistant worms were killed when
exposed in vitro to either hycanthone or oxamniquine and to the
sulfotransferase-containing fraction from sensitive worms, while
unaffected when exposed to one of the drugs alone. In the same
article, the authors established that adult male worms, that are

more sensitive to the drugs than females, have a higher enzymatic
activity than females and immature stages (mostly unaffected by
the drugs at the classical therapeutic concentration, and having
a very low enzymatic activity). A difference in the enzyme speci-
ficity might also explain why hycanthone, but not oxamniquine, is
efficient against Schistosoma haematobium (Pica-Mattoccia et al.,
1997). The sequencing of the genome of S. mansoni (Berriman
et al., 2009) provided new opportunities of investigation, and
Valentim et al. (2013) recently used linkage mapping methods to
identify the gene responsible for resistance in the HR and MAP
strains. Candidate genes were screened using recombinant pro-
teins, RNAi, and protein crystallography. The authors showed
that it was indeed a sulfotransferase that was responsible for the
resistance. They identified its coding gene (Smp_089320) and
the non-synonymous nucleotide substitutions causing the loss
of function of the enzyme in resistant lines MAP and HR, thus
clearly establishing the mechanism of resistance in the studied
lines (see Figure S1 in Valentim et al., 2013 for the mode of
activation of oxamniquine).

Nevertheless, there are several observations that suggested
early that alternative mechanisms might exist. For instance,
Jansma et al. (1977) described three different ways to induce resis-
tance by collecting the progeny of worms after a single injection of
60 mg/kg of hycanthone to the rodent host 54–70 days post infec-
tion (Type I), or 27–29 days post infection when worms are still at
an immature stage (Type II), and from hosts infected by a single
sex and then re-infected 2–58 weeks later by cercariae of the oppo-
site sex (Type III). In all three cases, parents were all susceptible
to the drug while a high percentage of the progeny survived the
administration of a curative dose of hycanthone. Resistance was
shown to be metastable to various degrees (depending on the type
of induction used) through 10–21 generations. By metastable,
we mean that from one generation to another, the percentage
of worms surviving hycanthone treatment was highly fluctuant
and did not follow a classical Mendelian inheritance pattern. For
example, it was observed at several occasions by Jansma et al.
(1977) that while a parental generation was completely resistant
(100% survivors), a high proportion of the direct progeny (some-
times up to 75%) was found sensitive. Sometimes, the amount
of resistant parasites would go up again a couple of generations
later. These results are in complete contrast of the work men-
tioned above where classical recessive monogenic pattern for the
inheritance of the resistance was observed. The work of Jansma
was partly reproduced by Brindley et al. (1989). They were able
to achieve Type II induction with lines of schistosomes deriving
from Jansma’s isolate.

As these observations do not fit the monogenic resistance
model recently described, we reasoned that environmentally trig-
gered drug resistance with metastable inheritance is a legitimate
candidate for an epigenetically based phenotype. We use here a
more narrow definition of epigenetics, meaning heritable changes
in gene expression, without changes in the DNA sequence (Wu
and Morris, 2001). They can be physically based on chemical
modification of the DNA (e.g., methylation of cytosines), changes
of proteins interacting with DNA (e.g., histone modifications), as
well as nuclear localization of chromosomes, and short untrans-
lated RNA playing a role in post-transcriptional silencing of
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genes (Aguilera et al., 2010). There are numerous examples in
the literature on how environmental factors, such as nutrition,
pollution, temperature, and others, can have an influence on epi-
genetic control (Feil and Fraga, 2012). A drug treatment could,
for example, induce an epimutation, silencing the gene coding for
the enzyme responsible of the bio-activation. This epimutation
would be more or less stable and/or inherited to progeny given
the parasite strain (as the phenotype was previously described
to be either stable or metastable through generations depending
on investigators and strains). This type of transient transgenera-
tional modification was initially also called “Dauermodifikation”
(Jollos, 1921).

From this hypothesis, we decided to revisit the historical data
and to complement it with our own study. DNA methylation has
been found to regulate oviposition (Geyer et al., 2011). However,
it is globally at a very low level through the genome (Raddatz
et al., 2013), and therefore we decided to focus on another epi-
genetic information carrier, histone modifications. We decided to
use a Brazilian (SmBre) and Guadeloupian (SmGH2) strain. Both
strains were previously pool-sequenced (Clément et al., 2013) and
we found that they were both of low genetic diversity (Tajima’s pi
of 2.10−4 for SmGH2 and 1.8.10−4 for SmBRE) and do not have
any coding polymorphism in the gene (Smp_089320) uncovered
by Valentim et al. (2013). Even if there is an almost uniform
genetic background within the strains, we could not, at this stage
completely rule out that an induction phenotype could come
from the selection of a novel resistance allele in some schistosomes
and not an epigenetic change. The debate whether heritable char-
acters are induced by the environment or whether they occur
randomly and are subsequently selected is not new. In 1951,
in order to differentiate between “spontaneous (genetic) muta-
tion and natural selection” and “directed mutation” or induction,
the Lederbergs had designed their now famous experiment using
replica plating of bacterial colonies from non-selective support
to Petri dishes with selective media (Lederberg and Lederberg,
1952). Their work gave results in favor of the spontaneous muta-
tion, i.e., a genetic variability (diversity) based mechanism. We
reasoned that it would be in principle possible to reproduce
the classical Lederberg experiment, but this time using clonal
populations of S. mansoni instead of bacterial clonal colonies.

Our results show that one of the strains, SmBre, is resistant
to hycanthone in the absence of mutations in Smp_089320. After
exposure to the drug, the chromatin structure is altered around
genes belonging to gene ontology (GO) groups involved in cat-
alytic activity and response to stress. This finding suggests that
epigenetic mechanisms could be responsible for adjustments of
the parasites metabolism leading to temporary resistance, thus
reconciliating the seeming contradictions between stable and
metastable types of the phenotype.

MATERIALS AND METHODS
MAINTENANCE OF THE PARASITES
The Schistosoma mansoni strains SmBre and SmGH2 were origi-
nally sampled in Brazil and Guadeloupe, respectively. Both strains
were maintained in their sympatric intermediate host strain
BgBre and BgGua of the mollusk Biomphalaria glabrata and
Mus musculus as definitive vertebrate host. SmBre was originally

sampled in the 1960s in Recife, and SmGH2 was isolated on Nov.
10th, 1983 from a patient in Ste. Rose (Guadeloupe, French West
Indies) (Pers. Commun. A. Théron).

PRELIMINARY DRUG SCREENING OF THE STRAINS
Both SmBre and SmGua were screened for resistant individuals
by first infecting five mice (for each strain) with 70 mixed-sex
cercariae. Mollusks from which cercariae were collected were ini-
tially infected with 20 miracidia each, and hence cercariae shed
are of multiple genotypes. Mice were injected 62 days later with
a dose of 60 mg/kg of hycanthone (similar to the one used by
Jansma et al., 1977). Eight weeks later, the mice were sacrificed
by a lethal intraperitoneal injection of sodium pentobarbital, and
surviving adult worms were recovered by retrograde perfusions of
the hepatic portal system with citrate (7.5%) saline (8.5%) solu-
tion administrated through the left ventricle (Duvall and DeWitt,
1967). Worms trapped in the liver or mesenteric system were
collected after excising these organs.

LEDERBERG-LIKE EXPERIMENT
Biomphalaria glabrata BgBre individuals were infected with single
miracidium from SmBre. The experiment was repeated with sev-
eral different B. glabrata BgBre host individuals, each one infected
with a different S. mansoni clone (each miracidium came from
different parents). We genotyped with sex markers cercariae shed
by each B. glabrata following Beltran et al. (2008), and we selected
five mollusks infected with male parasites. We chose to work only
on male schistosomes as it has been shown that they are more sen-
sitive to hycanthone (Pica-Mattoccia et al., 1992a) than females,
and to avoid sex-based bias in the epigenome analysis. From each
snail, we infected 10 mice with 70 cercariae each. Sixty-two days
later, half of the mice were injected with a dose of 60 mg/kg of
hycanthone, and the other half with Ringer’s solution as a nega-
tive control. Fifty-seven days after injection, we perfused the mice
following the method of Duvall and DeWitt (1967) to collect con-
trol and surviving, resistant worms. A graphical abstract of the
methodology is on Figure 1.

CHROMATIN IMMUNOPRECIPITATION AND SEQUENCING
Native ChIP was performed following the protocol developed
for Schistosoma mansoni by Cosseau and Grunau (2011) (also
available online at http://methdb.univ-perp.fr/cgrunau/methods/
native_chip_sm.html) on a pool of six resistant and a pool of
10 control adult worms. Immunoprecipitation was performed
using the following antibodies: H3K4me3 (Millipore, cat# 04-745
lot# NG1680351, 4 µl per reaction), H3K9Ac (Millipore, cat# 07-
352 lot# DAM16924924, 8 µl per reaction), H3K9me3 (Abcam,
cat# ab8898 lot# 733951, 4 µl per reaction), and H3K27me3
(Diagenode, cat# pAb-069-050 lot# A29900242, 8 µl per reac-
tion). ChIP products were sequenced as single-end 50 bp reads
on an Illumina HiSeq 2000 at the Montpellier GenomiX facil-
ity (http://mgx.cnrs.fr). We performed PCR amplification of the
two exons of Smp_089320 on control and resistant ChIP prod-
ucts to test if a possible somatic mutation had occurred in that
gene. We used Promega GoTaq Flex (cat# M8291) at 3 mM
MgCl2 and with the following PCR conditions: initial denatura-
tion 2 min at 95◦C followed by 35 cycles of denaturation 95◦C
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FIGURE 1 | Graphical abstract of the methodology used for the
Lederberg-like experiment.

for 30 s, annealing 62◦C for 30 s and elongation 72◦C for 1 min.
A final extension of 72◦C for 5 min completed the reaction. We
used two primer pairs to amplify exon 1 (Fwd1 tccacctctctctcact-
caatg, Rev 1 ccacatgttggtaaatccgta, Fwd2 gctggtctaccgagaactgg and
Rev2 tcccgtagaaaaccaactcg) and one pair for exon 2 (Fwd agtc-
cattcattcaatgtttcaa and Rev caatccacaaatccccattc). PCR products
were gel purified using Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (cat# A9282) and sequenced at the Genoscreen facility
(http://www.genoscreen.fr/).

QUALITY CONTROL AND ALIGNEMENT
All data treatment was carried out under a local galaxy instance
(Goecks et al., 2010) (http://galaxy.univ-perp.fr). We used the
FASTX-toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) for ver-
ification of the reads quality. Read quality was judged sufficiently
good (the majority of reads showed a fastqsanger quality score
≥24 for all positions). For the analysis of unique sequences, reads
were aligned on the Schistosoma mansoni genome assembly v5.0
(Protasio et al., 2012) with Bowtie2 (Langmead and Salzberg,
2012) using parameters—sensitive -k 2. Reads with unique match
were filtered with samtools (Li et al., 2009) (samtools view -hS -
q 255). For peak calling, an equal number of randomly selected
reads was chosen between the treated and control conditions
(H3K4me3 = 2.9 million, H3K9Ac = 23 million, H3K9me3 =
21 million, H3K27me3 = 17.9 million). Peak identification was
performed using PeakRanger v1.16 (Feng et al., 2011) with P-
value cut off 0.0001, FDR cut off 0.01, Read extension length
200, Smoothing bandwidth 99 and Delta 1. Wiggle files generated
by PeakRanger where uploaded in our local instance of GBrowse

(Stein et al., 2002) (http://genome.univ-perp.fr) for visualization.
For the analysis of repetitive sequences, reads were aligned with
Bowtie2 evoking parameters—sensitive -k 5. The 3,145 repetitive
consensus sequences used as reference in this study were obtained
from a previous analysis done with the same strain SmBre
(Lepesant et al., 2012). From the resulting SAM file, we choose
the position with the highest score for each read. Normalization
of SAM files was done by randomly removing a given portion of
the counts to achieve the same effective library size (H3K4me3
= 0.7 million, H3K9Ac = 9.8 million, H3K9me3 = 10.8 million,
H3K27me3 = 13.9 million). Elements that showed differences in
histone modification levels where annotated using the ABBlast
search engine within the RepeatMasker program (Smit et al.,
2010). The search was performed for both nucleotide and pro-
tein databases. Sequences without match where compared against
the nucleotide database of NCBI using the blastn search engine
and against the non-redundant protein database using blastx
(Altschul et al., 1990).

COMPARATIVE ANALYSIS
To find differences in the histone mark pattern between con-
trol and treated conditions, we used the Pyicoenrich function
(with –binsize 0.3) from Pyicos v2.0.6 (Althammer et al., 2011).
Visual inspection was performed on all the regions detected by
the software with a z-score above 7. The GO enrichment anal-
ysis was performed using BLAST2GO (Conesa et al., 2005). For
the analysis of significant differences in histone isoform enrich-
ment in repeats, normalized read counts were compared using the
DESeq package of the R software (Anders and Huber, 2010). This
package uses the negative binomial distribution to calculate the P-
value for each element between two compared samples and find
elements that present significant differences in their enrichment
levels.

GO ENRICHMENT ANALYSIS
The 60 genes for which chromatin structure differences had been
detected were annotated using Blast2GO (Conesa et al., 2005).
In order to check if GO terms would be overrepresented in this
group of genes, 60 transcripts were randomly sampled out of
41,669 transcripts generated by a combination of RNA-Seq data
and Sanger annotation. RNA-Seq data were generated from sev-
eral biological replicates and these data will become available
when the analysis is fully finished. The random samples were
annotated as above and GO enrichment analysis was performed
using Fisher’s exact test implemented in Blast2GO and a p-value
of 0.2 as cutoff. Random sampling was repeated 3 times.

RESULTS
A STRAIN WITH SENSITIVE GENOTYPE DISPLAYS HYCANTHONE
RESISTANCE
We compared the number of worms recovered in mice injected
with hycanthone to those recovered from control mice. We found
25 (36%) surviving worms, perfused from 5 mice, in the Brazilian
strain SmBre, despite the fact that it has the sensitive genotype
for Smp_089320. The Guadeloupian strain SmGH2, however, is
completely sensitive to hycanthone, i.e., no survivors were found
in any of the five infected and treated mice.
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CLONAL SCHISTOSOMES RESPOND DIFFERENTLY TO HYCANTHONE
TREATMENT
Following the discovery of hycanthone resistant individuals
within the SmBre population, we adapted the Lederbergs’ exper-
iment to our schistosome model. To do so, we infected five
Biomphalaria glabrata with a single, genetically distinct, SmBre
miracidia. Cercariae shed by each mollusk are genetically iden-
tical. We then infected 10 mice with 70 cercariae. Half of the
mice were then treated with an injection of hycanthone similar
to the one described by Jansma for Type I induction (Jansma
et al., 1977), and the other half was injected with Ringer’s solu-
tion, as negative controls. As we excluded the possibility of a
somatic mutation in Smp_089320, similar to the classical replica
plating experiment, two possible outcomes can be imagined: (1)
if a random mutation had occurred in one of the clones that
conferred resistance to hycanthone (pre-existence), then only cer-
cariae from this very snail would produce resistant flukes because
they are genetically identical (Figure 2A) (2) if the phenotype
is induced through the treatment with a certain probability, we
would observe resistance randomly associated with different mice
hosts and without correlation with the particular snail host (sim-
ilar to Lederbergs’ bacterial colony, Figure 2B). We later perfused
the mice to look for control and surviving, resistant worms. The
results of our experiment are shown in Figure 3. In summary,
while the vast majority of mice were exempt of parasites after
hycanthone injection, we found surviving worms in six different
rodents, belonging to three different S. mansoni genotypes (B–
D). We did not find any worm originating from genotype A and E
after the treatment. In contrast, under the control condition, we
recovered an average of 30 ± 5 worms (confidence interval at α

5%) per mice for the five genotypes. Sequencing of Smp_089320
in resistant worms did not show any of the three mutations
identified by Valentim et al. (2013) or any new polymorphism.

CHROMATIN STRUCTURE CHANGES ASSOCIATED WITH THE
RESISTANT PHENOTYPE
We performed ChIP-Seq on the pool of the six hycanthone
resistant worms, as well as on control worms. We targeted

four modifications of histone H3: tri-methylation of lysine 4
[H3K4me3], tri-acetylation of lysine 9 [H3K9ac], tri-methylation
of lysine 9 [H3K9me3], and tri-methylation of lysine 27
[H3K27me3]. The first two are associated with euchromatin
(relaxed DNA structure allowing transcription) and the later two
are associated with heterochromatin (condensed DNA structure
impeding transcription). Around Smp_089320 none of the marks
showed enrichment. We then searched for variations in the chro-
matin structure at the genome level, and a bioinformatic analysis,
followed by visual inspection, was able to detect differences in
the histone modification profiles between hycanthone resistant
and control worms. We found 47 differences for H3K4me3, 43
of which being located at the transcription start site of genes.
This corresponds roughly to 0.6% of the total peaks detected
for this histone mark. For H3K9me3, 12 differences were spot-
ted (0.012% of total peaks), mostly in introns and within 2 kb
upstream and downstream of genes. We identified five differences
for each of the other two marks (0.007% and 0.005% of total
peaks for H3K9Ac and H3K27me3, respectively), the majority
being outside of genes. A list of the regions and associated genes
in which we found differences is in Supplementary Table 1.

CHROMATIN STRUCTURE MODIFICATIONS ARE PREFERENTIALLY
ASSOCIATED WITH GENES RELATED TO CATALYTIC ACTIVITY
None of the genes in which differences were uncovered code for a
sulfotransferase. Using a GO enrichment analysis, we did not find
any clear pathway linking together the genes bearing chromatin
structure changes. However, we found that the terms “transferase
activity” (13 occurrences), “kinase activity” (8 occurrences) and
“catalytic activity” (26 occurrences) and “response to stress” (5
occurrences) were overrepresented in the panel of genes with
epimutations.

CHROMATIN STRUCTURE MODIFICATIONS IN REPETITIVE SEQUENCES
We identified, in 14 repetitive sequences, statistically signifi-
cant changes in chromatin structure. This is very few (0.44%
of repeats) showing that globally the chromatin remains stable.
Interestingly, changes in H3K4me3 and H3K9ac always decrease

FIGURE 2 | Schematic representation of the experimental strategy for
study of the origin of hycanthone resistance. Hypothesis (A) rare
mutations (star) in miracidia (top) confer resistance to hycanthone. All
offspring will be resistant (or sensitive, not shown). Hypothesis (B)
epimutations or mutations occur during clonal amplification of cercaria in the

snail host. Only few adult worms will be resistant. In the case of epimutation,
in subsequent generations reversal of the phenotype would occur (and was
described in the past) and a chromatin structure changes can be detected. In
case of mutation, no reversal occurs and mutations should be detected in the
locus of interest.
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FIGURE 3 | Results of the experiment on induction of hycanthone
resistance using mono-miracidial infections. Five mollusks were
infected using a single miracidium (genotypes A–E). Cercariae shed
from a single mollusk are clonal and were used to infect 10 mice.
Half of the mice were injected with a control Ringer’s solution and

the other half with a therapeutic dose of hycanthone. Mice were
later perfused and worms were counted. In the hycanthone
condition, six worms of three genotypes (B–D) were recovered from
six mice, while an average of 30 worms per mouse were found in
the control condition.

in the treated worms while H3K27me3 increases, indicating a
tendency toward heterochromatization. No changes occur in
H3K9me3. H3K4me/H3K9ac modifications are observed in dis-
persed repeats that belong to the LINE/LTR classes. In contrast,
H3K27me3 becomes enriched in simple repeats that are orga-
nized in blocks (Supplementary Table 2) sometimes covering the
entire length of large contigs for which chromosomal location is
unknown.

DISCUSSION
When screening the literature on hycanthone resistance, we were
surprised to see such divergent results between the different
research groups. On one hand, there is clearly established mono-
genic, stably inherited, resistance, and on the other, there is an
inducible resistance, appearing from sensitive parents, and not
inherited in a Mendelian fashion. We took a deeper look at the
methodology employed by the all the research groups, and their
interpretation of data, with the hope of finding variations in
the procedures, or in the analysis methods, that could, at least
partly, explain the discrepancies between the observations and
conclusions.

We first tried to track back the origins of the strains that were
employed in the various studies on hycanthone/oxamniquine
resistance (Table 1). Our conclusion is that very few strains were
used in these studies, and most of them had been maintained in
laboratory for a very long time, probably reducing the genetic
diversity of the strains. We identified six resistant strains in the
literature, and four of them derived from the M strain used in
Jansma et al. (1977) for the first induction experiments. We also
found four main sensitive strains. At least four other strains
(either resistant or sensitive) were punctually used and will not
be discussed here (Bruce et al., 1987; Drescher et al., 1993;
Pica-Mattoccia et al., 1993).

In his Type I induction, Jansma (Jansma et al., 1977) injected a
dose of 60 mg/kg of hycanthone 54–70 days post-cercarial infec-
tion. He noted a marked reduction in the number of worms,
but rarely a complete elimination. Surviving worms were unable
to produce viable eggs for 4–8 months. After that period, eggs
from which miracidia were hatched were collected to produce a
F1. This first generation was treated with a therapeutic dose of
hycanthone (80 mg/kg) and 94% of the worms were found to
be resistant. Twenty-one successive generations were produced
from this F1, and on several occasions, additional groups of mice
were infected from cercariae batches shed on different days, by
the same infected mollusks, leading to parallel generations known
as branches. Resistance tends to decrease with generations in the
main branch, and is highly variable between branches (some are
totally resistant for several generations, some become completely
sensitive, and others are fluctuant). Although it is not explicitly
stated in the paper, it seems that progeny for generations F2–F21
was collected before the therapeutic drug injection used to esti-
mate the percentage of resistant parent worms. Hence, there was
no drug selective pressure from one generation to another, and
that could partly explain the metastability observed by Jansma
but not by other investigators, as suggested by Cioli and Pica-
Mattoccia (1984). It is conceivable that Type I resistance was
achieved not by induction, but through the selection worms with
a resistant genotype, and as the induction dose is slightly below
the therapeutic one (normally killing >90% of the parasites),
there is possibility that some worms with a normally “sensitive”
phenotype, escaped the drug. Cioli et al. (1992) observed that
their resistant strain derived from Jansma’s had a lower global
infectivity (to mollusk and mammalian host) and a lower fertil-
ity (lower amount of eggs per females) than their sensitive strain
(although this could be strain related, as the sensitive strain from
Cioli is not from the same origin as Jansma’s). In the hypothesis
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Table 1 | Origin and resistance phenotypes of the most commonly used strains in the literature.

Strain Origin Resistance Derived from? Comment References

M Puerto Rico Oxa/Hyc – Used for the three types
of induction experiments

Jansma et al., 1977

BRR Puerto Rico Oxa/Hyc M Underwent drug
selective pressure over 3
generations

Cioli et al., 1992; Pica-Mattoccia et al., 1992a,b,
1993, 2006

JHU Puerto Rico Oxa/Hyc M Successful Type II
induction

Brindley and Sher, 1987; Brindley et al., 1989,
1991

H-30 Puerto Rico Oxa/Hyc M Souza et al., 1988

HR Puerto Rico Oxa/Hyc M Valentim et al., 2013

MAP Brazil, Minas Gerai Oxa Partial to Hyc – Dias and Olivier, 1985; Bruce et al., 1987;
Souza et al., 1988; Pica-Mattoccia et al.,
1992a,b, 1993; Drescher et al., 1993; Valentim
et al., 2013

SEN Puerto Rico None – Cioli, 1976

BH Brazil, Minas Gerai None – Isolated from an
untreated patient in 1967

Dias and Olivier, 1986; Bruce et al., 1987

NMRI Puerto Rico None – Isolated in the 1940’ Fletcher et al., 1981; Brindley and Sher, 1987;
Brindley et al., 1989

LE Brazil None – Valentim et al., 2013

Hyc, Hycanthone resistant; Oxa, Oxamniquine resistant.

that some “sensitive” worms survived the induction step and were
mixed with selected resistant worms, this could explain why the
resistance is does not follow a Mendelian inheritance. This can-
not be the case in Type II, as immature worms have little or no
sensitivity to hycanthone (induction was also successful with sub-
curative doses ranging from 3 to 60 mg/kg) and in Type III where
the parents were not exposed to the drug before collecting the
progeny. These observations lead us to think that the resistant
phenotype in Type II and III could indeed be induced and trans-
mitted to the progeny to a certain extent. Cioli and Pica-Mattoccia
(1984), Cioli et al. (1989) and Dias and Olivier (1986) stated that
they were unable to reproduce Jansma’s results in inducing Type
II or III resistance. Three other antihelminthics, oxamniquine,
praziquantel, and oltipraz were also unsuccessfully tested with
the hope of inducing Type II resistance and selecting a new line
of resistant schistosomes (Dias and Olivier, 1986). However, we
have a slightly different interpretation of the results from Dias
and Oliver. In their induction protocol, mice were treated with
subcurative dose of one of the three drugs, 26–30 days after cer-
carial infection (when schistosomula have a low sensitivity to both
hycanthone and oxamniquine), and then divided into two groups.
The first group was treated with a curative dose of drug, while
the second was left as a control, and the eggs from that control
group were used to restart a cycle of the parasite. Mice infected by
the F1 cercariae from the control group were also divided into a
trial group treated with a curative dose of the drug and a con-
trol group (which would serve to generate a F2). No resistant
worms were found in the treated F1 and F2, but 8–12% where
found in the parental generation (in which the induction step was
performed). Admittedly, there was no inheritance of a resistance
phenotype to F1 and F2, but the fact that survivors were found
only in the parental generation which underwent the induction

step let us believe that it was not as a failure at inducing resistance
as described by the authors. In fact, only when induction was
performed, some resistant worms were found. Type II was also
successfully induced by the Brindley group (Brindley et al., 1989)
in several lines of the parasite deriving from Jansma’s isolate.
However, while four strains tested in this article were described as
sensitive by the authors, it is worth to mention that in some of the
trials, up to 26% of the worms survived the hycanthone treatment
(with or without preliminary Type II induction). Brindley also
observed spontaneous occurrence of resistance in other strains
with no induction, although he admitted that “whether these fluc-
tuations reflect true changes in the parasite genotype rather than
experimental variation was not systematically investigated in this
study” (Brindley et al., 1989). This lead us to realize that for the
majority of research groups, resistance was considered as achieved
when at least 90% of the worm population survived a therapeu-
tic dose. In several studies (Dias and Olivier, 1986; Brindley and
Sher, 1987; Brindley et al., 1989; Drescher et al., 1993), various
lines of schistosomes did not reach this resistance threshold (with
or without induction and/or drug pressure over a couple of gener-
ations). They were considered as sensitive although in some cases
there was a non-negligible percentage (3–26%) of worms sur-
viving a therapeutic dose of either hycanthone or oxamniquine,
strengthening our hypothesis that a mechanism following a non-
Mendelian inheritance pattern is involved. In this context, we
believe it is more appropriate to talk about the penetrance of
the phenotype rather than talking strictly about sensitivity or
resistance.

Also, Cioli and Pica-Mattoccia specifically mentioned that
their approach was different from the Jansma/Bueding/Brindley
group. Three generations of selection were necessary to obtain
a phenotype that was stably inherited by the progeny (Cioli and

www.frontiersin.org July 2014 | Volume 5 | Article 207 | 7



Roquis et al. Hycanthone affects chromatin structure in S. mansoni

Pica-Mattoccia, 1984). The same observation was made by Dias
and Olivier (1985), as in their experiments, resistance was sta-
ble only after the 5th generation (experiments were continued
until 14th generation). Unfortunately, the data for the first 3–5
generations are not available but one can assume that incom-
plete penetrance of the phenotype was observed. These large
differences in penetrance of resistance phenotypes (i.e., large dose
dependency) in different isolates were also found by others (Coles
et al., 1986; Kinoti, 1987) and also described in Pica-Mattoccia
et al. (1993). Kinoti noted important variations in the dose of
oxamniquine needed to eliminate 99% of the worms (ED99),
in both laboratory and clinical trials. For example, East African
isolates needed a dose of oxamniquine 200–250% higher than
Puerto-Rican isolates to reach ED99 (Kinoti, 1987). In all publica-
tions, at least 3 generations of selection were necessary to produce
stable resistance, but even then, phenotypic differences between
the different resistance strains and most notably an exception to
the Mendelian segregation pattern were observed. In the MAP
strain for instance there was (1) a difference between heritability
of hycanthone and oxamniquine resistance and (2) segregation
did not follow the recessive pattern. Segregation could not be fol-
lowed up because the females produced no eggs, i.e., no genetic
analysis was possible (“Thus, we are left with no obvious explana-
tion for this unexpected partial exception to the overall recessivity
of the MAP resistance.”) (Pica-Mattoccia et al., 1993). The rea-
son for the incomplete penetrance in the first 3–5 generations
cannot be determined with confidence from the published data
alone. It might be that the initial strains showed a high degree of
genetic diversity with only a few individuals carrying the muta-
tion in the sulfotransferase gene. Molecular biology methods in
S. mansoni research were not sufficiently advanced in that time
to measure genetic diversity. From the few available data, how-
ever, it seems that the founder populations of the resistant strains
were very small. Years of maintenance cycle in laboratories, as well
as the possibility of a founder effect every time that the strains
were transferred or shared with other laboratories let us think
that the genetic diversity was probably low in the different strains.
We also noted that most of the strains were from the same geo-
graphical areas (either Puerto Rico or the region of Minas Gerais
in Brazil) and represent only a small share of geographic diver-
sity of S. mansoni. Another reason for variability in penetrance
could therefore be high phenotypic plasticity and/or variability in
plasticity. Jansma’s results were in favor of this latter mechanism,
and he additionally described transgenerational plastic effects. It
has also to be noted that while the work of Brindley and Jansma
was performed using hycanthone, other research groups used
oxamniquine. Although schistosomes where always cross resis-
tant or cross sensitive to both molecules, hycanthone is known
to have a mutagenic effect, and it could have played a role in
the phenomenon of induction, which was never observed with
oxamniquine.

In our own experiments, we worked with a strain bearing
the sensitive genotype for the sulfotransferase gene previously
identified as the source of hycanthone/oxamniquine resistance,
but we still found in drug screening that in one strain (SmBre)
about a third of the adult worms survived the treatment while
another strain did not show survivors. Resistance of SmBre

could be due to a mutation in a different locus and/or due to
epimutations but this would still not explain Jansma’s induc-
tion phenomenon. Therefore, we used a Lederbergs experiment
to discriminate if the resistance was pre-existing or induced by
the experimental conditions. Similar to the classical replica plat-
ing experiment, two possible outcomes could be imagined: (1)
if the phenotype is induced through the treatment with a cer-
tain probability, we would observe resistance randomly associated
with different mice hosts and without correlation with the par-
ticular snail host (similar to Lederbergs’ bacterial colony) (2)
if a random mutation had occurred in one of the clones that
conferred resistance to hycanthone (pre-existence), then only cer-
cariae from this very snail would produce resistant flukes because
they are genetically identical. A caveat with the Lederberg exper-
iment in organisms with epigenetic inheritance systems is the
potentially heritable transcriptional and/or posttranscriptional
level of diversity. It is possible that epimutations occur during
clonal amplification of the cercariae (Figure 2B). Also, as long
as somatic mutations cannot be excluded, mutation would do
the same job. Both would mimic the outcome of the “induc-
tion” alternative. We found that not all the worms issued from
the same miracidia (i.e., being genetic clones of each other),
responded to the treatment the same way. While the vast major-
ity was sensitive, we still found some resistant individuals. when
interpreted in the context of Lederberg’s experiment, would favor
the directed (epi)mutation hypothesis. If we had selection of a
pre-existing mutation or resistance phenotype, then we would
have expected that all, or no, worms from a same genotype
would present the same phenotype (resistance or sensitivity).
From our results, we propose the hypothesis that epigenet-
ics could be part of the mechanism underlying the resistance
induction.

Our ChIP-Seq experiment provided evidences of epigenetic
variation between resistant and control worms. Our analysis high-
lighted at least 64 chromatin structure changes between the two
conditions, with an enrichment profiles in genes implicated in
catabolic, detoxification, and transfer activity (Two examples can
be seen in Supplementary Figure 1). No specific pathway linking
these genes together arose, but it makes sense in the context of a
response and the subsequent elimination to a drug to see these
kinds of biological processes being involved (as stated before,
hycanthone is known to be eliminated from resistant worms a
certain amount of time after its penetration, while it is stuck
in sensitive worms metabolism). It is therefore conceivable that
the drug resistance observed in the surviving worms is due to
epistatic interaction of multiple gene products rather than an
(epi)mutation in a single locus. Another interesting finding is
the presence of a differential H3K27me3 profile in the gene
body of SmMRP1 (Multidrug Resistance Associated Protein 1,
Smp_171740). In various species, including trematoda, this gene
is part of a family of transporters playing a role in exclusion
and elimination of xenobiotic compounds and metabolic toxins
(Kasinathan et al., 2010). In schistosomes, it was demonstrated
that SmMRP1 has higher levels of expressions in response to
the widely used schistosomicide praziquantel, and possibly other
drugs (Kasinathan et al., 2010; Greenberg, 2013). We found a
significant enrichment in H3K27me3 around exon 21 of this
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SmMRP1 in the control condition. Enrichment of this mark are
usually associated with increases of facultative heterochromatin
and gene repression (Trojer and Reinberg, 2007; Bannister and
Kouzarides, 2011). Our current knowledge of the functional role
of histone modifications in gene expression in S. mansoni does not
allow us to affirm that the lower presence of this mark in the resis-
tant worms would lead to an increased expression of this gene, but
it stays a promising candidate for further experiments.

Fourty-seven percent of the genome of S. mansoni is composed
of repeats (Lepesant et al., 2012). The function of these repeats is
completely unexplored and, in general, they are not included in
the analysis of molecular basis of phenotypic variation. We have
shown earlier (Lepesant et al., 2012), that repeats can be of impor-
tance in schistosomes, and we decided to study their chromatin
structure changes upon hycanthone treatment. Only a very small
fraction of the repeats (0.4%) change their histone modification
status. In contrast to other organisms, stress (in this case hycan-
thone treatment) does not seem to lead to an euchromatization
and potentially mobilization of repeats but has the inverse effect
(decrease of H3K9ac and increase in H3K27me3). Interestingly,
the repeats in which H3K27me3 status changes are located in
satellite-type blocks on specific locations on the genome. It is
conceivable that they form knobs that separate genome domains
and influence indirectly gene expression. Further work will be
needed to understand the impact of these repeated regions on the
definition of the chromatin structure in which they are included.

While this ChIP-Seq experiment brings new insight on epi-
genetic mechanisms and regulation in S. mansoni, it does have
some limitations. In order to be as faithful as possible to Jansma’s
work to reproduce his Type I induction, we exposed the worms
to hycanthone through an injection in the rodent host. However,
this generates a degree of variability from one mouse to another,
as each individual has a different metabolism, immune system,
clearance rate, and other physiological factor influencing the
exposure of the worms to the drug. Also, although cercariae issued
from a same initial miracidium are theoretically clonal, genomic
instability such as somatic mutation and recombination can occur
during asexual life stages like sporocysts, as shown by Vieira et al.
(1991), and Bayne and Grevelding (2003), and their impact on
the phenotype should be taken into account. Nonetheless, we
managed to recover worms that survived the hycanthone treat-
ment at two occasions (initial drug screening and Lederbergs-like
experiment), from a low genetic diversity strain and without
any evidences that the gene uncovered by Valentim et al. (2013)
was involved. This, in addition with the differences of chromatin
structure observed between surviving and control worms lead
us to think that induction of resistance in S. mansoni is not
a myth after all. Nevertheless, we do not think that induction
should be seen as a specific response of the epigenome to a cer-
tain environmental condition leading to over/under-expression
of a specific gene. Instead, this induction phenomenon seems
to come from the capacity of some strains, or some individu-
als within a strain, to extend their degree of plasticity beyond
the genetically defined “default” state through chromatin struc-
ture changes. This allows them to overcome an environmental
stress in the absence of a pre-existing stress-response phenotype.
Depending on the length of the stress, we can imagine that

the progeny can more or less efficiently inherit the epigenetic
condition responsible for the phenotype until it is fixed in the
population (through a DNA mutation for example). This fits well
with theoretical framework developed recently in which herita-
ble phenotypic variation is based on at least two components:
the low-fidelity (epigenetic) system and the high-fidelity (genetic)
system (Klironomos et al., 2013). In this model, upon changes in
the environment, the low-fidelity system can generate new phe-
notypes that can explore the adaptive landscape. The phenotype
is decoupled from the genotype and appears before the adap-
tive genotype. The low fidelity of the epigenetic system means
the adaptative phenotype could theoretically be loss as quickly
as it appears, unless a strong selective pressure is applied. This
is consistent with the observations of the metastability of hycan-
thone resistance in absence of drug pressure (Jansma et al., 1977;
Brindley et al., 1989), and the stability of the phenotype after 3–5
successive generations of schistosomes where under drug pres-
sure (Cioli and Pica-Mattoccia, 1984; Dias and Olivier, 1985).
Basically, epigenetic variation allows to “buy time” for a few gen-
eration (in this case, 3–5) until a stable, genetically transmitted
phenotype occurs. To understand better the underlying mech-
anism, measuring the expression level of Smp_089320 and of
candidate genes identified here would be informative in future
studies.

Since hycanthone is not anymore used for treatment of bil-
harzia and the use of oxamniquine is depreciated (Galdino da
Rocha Pitta et al., 2013), mechanism of resistance is more of
academic interest. However, experience with hycanthone and
oxamniquine shows that a new conceptual framework is neces-
sary to design experiments that distinguish the part of genetics
and epigenetics in resistance phenotypes. We believe that a stan-
dard procedure would be beneficial for the testing of resistance to
current drugs, especially praziquantel, the only molecule actually
used for mass treatment of schistosomiasis. Resistance to praz-
iquantel shares striking similarities with early observations on
hycanthone/oxamniquine. It can be induced through subcurative,
but increasing doses of praziquantel over six-seven generations,
and genotyping of two populations of schistosomes showed that
there was no significant difference in the genotypes before and
after drug treatment, meaning no selection of specific genotypes
by the drug (Blanton et al., 2011; Greenberg, 2013). We think that
a standard procedure for the next drugs should be similar to the
one we used to detect resistant individuals from a clonal pop-
ulation. Mono-miracidial infection would be a good start, as it
minimizes the genetic variation between individuals and allows
to detect changes in the epigenotype. A higher number of mono-
miracidial infections, using several strains of S. mansoni (as the
induction seems to be strain dependent), and a larger number
of clones (adult or schistosomula) from each mono-miracidial
infection should be tested, as we still do not have a clear idea of the
frequency of the phenomenon. Induction step can be done in vivo
(for any of the tree types) but screening of resistant progeny has
to be performed in vitro, as described by Coles and Bruce (1987)
and Pica-Mattoccia et al. (1992b). This is mandatory to make
sure that all parasites have the same exposure to the drug. To
look for heritability, resistant worms can be surgically reinserted
into new rodent hosts and allow to reproduce. It is critical to
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have a standardized procedure to maintain the life cycle of the
parasite (i.e., number of miracidia and cercariae, as well as their
genotypes, used to infect the hosts) as it is difficult, if not impos-
sible, in some older publications to find out if variation in the
numbers of perfused worms come from effect of the drug or
bias in infections. Using the same intermediate and final host is
also important as they have an impact on the phenotype and life
traits of the parasite. In the articles we reviewed, most experi-
ments were done using the same final host (swiss albino mice),
but sometimes hamsters were used, too. The geographical ori-
gin of the mollusk host is not always explicitly stated, and there
are numerous evidences that it plays an important role in the
parasite infection success and development (Theron et al., 1997).
Although this was never explicitly discussed, it could be a cause to
the contradictory results on hycanthone induction. Finally, both
genomes and epigenomes of resistant worms would have to be
compared to the ones of sensitive worms to figure out the ori-
gin of the phenomenon. Also, from our ChIP-Seq results, we
saw that it is essential to keep a global, genome scale approach
including repetitive sequences. The epimutations we found were
distributed across the genome and are involved in various path-
ways. A candidate gene approach would probably have missed
some of the variations we detected. Rather than only focusing on
find a single gene responsible for the phenotype, we believe that
the approach we describe would lead to a more complete answer
on how schistosomes develop resistances.
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Supplementary Figure 1 : Two examples (A and B) of chromatin structure changes between control and 
hycanthone treated worms on the histone 3 tri-methylated on lysine 4 (H4K4me3). Identified through the 
bioinformatic approach and followed by a visual inspection on our local genome browser. The gene track 
corresponds to the gene annotation from Schistosoma mansoni asssembly v5.0 (Protasio et al., 2012) and the 
transcript track refers to a reference transcriptome including data from the genome assembly v5.0 and local 
RNA-Seq data (unpublished). 

(A) 

(B) 
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Histone mark Scaffold Start End Region Associated Gene Gene Description (From GeneDB)
Schisto_mansoni.Chr_1.unplaced.SC_0135 793968 800000 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_3.unplaced.SC_0233 20698 22194 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_1.unplaced.SC_0010 2553602 2554446 TSS Smp_000020 bifunctional protein NCOAT
Schisto_mansoni.Chr_2 12959651 12960074 TSS Smp_014850 NCK adaptor protein
Schisto_mansoni.Chr_3 24461398 24461588 TSS Smp_018990 ribosomal protein L9
Schisto_mansoni.Chr_W 51047380 51047778 TSS Smp_032480 cohesin subunit SA 1
Schisto_mansoni.Chr_2 13759183 13759612 TSS Smp_048940 Vacuolar protein sorting associated protein
Schisto_mansoni.SC_0186 208884 209950 TSS Smp_070110 mitochondrial 39s ribosomal protein l45
Schisto_mansoni.SC_0150 631699 632033 TSS Smp_070610.1 mps one binder kinase activator 1
Schisto_mansoni.SC_0013 3568161 3568700 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_1 37187228 37187692 TSS Smp_083740 centrin 3
Schisto_mansoni.SC_0132 859293 859739 TSS Smp_090030 rRNA processing protein Nop9
Schisto_mansoni.Chr_6 4219571 4219898 TSS Smp_091650 phospholipid transporting ATPase IIB
Schisto_mansoni.Chr_W 44735058 44735396 TSS Smp_096670 serine:threonine protein kinase PAK 1
Schisto_mansoni.SC_0207 341233 342296 TSS Smp_098370.1 uncharacterized aarF domain containing protein
Schisto_mansoni.Chr_2 19396719 19397798 TSS Smp_104360 hypothetical protein
Schisto_mansoni.Chr_2 24683464 24684998 TSS Smp_135080.1 microtubule associated protein 1A
Schisto_mansoni.Chr_3 13232551 13233800 TSS Smp_136410 cytoplasmic polyadenylation element binding
Schisto_mansoni.Chr_6 16062714 16064250 TSS Smp_136660 pro neuregulin 2

Smp_213390 ribosomal protein s6 kinase beta 1
Smp_213400 e3 ubiquitin-protein ligase bre1

Schisto_mansoni.Chr_W 7385089 7385499 TSS Smp_139090.1 DENN domain containing protein 5B
Schisto_mansoni.Chr_W 15578849 15579931 TSS Smp_142190 carboxypeptidase n catalytic chain
Schisto_mansoni.Chr_4.unplaced.SC_0032 1147948 1148467 TSS Smp_148940 sorting nexin
Schisto_mansoni.Chr_4.unplaced.SC_0032 558558 558820 TSS Smp_149050.1 XTP3 transactivated gene B protein
Schisto_mansoni.SC_0214 214642 215449 TSS Smp_151380 anaphase promoting complex subunit 1
Schisto_mansoni.Chr_W 31380464 31380941 TSS Smp_153480 solute carrier family 12
Schisto_mansoni.SC_0223 237419 237884 TSS Smp_159890 carboxypeptidase d
Schisto_mansoni.Chr_3.unplaced.SC_0077 29872 35737 TSS Smp_160040 Abnormal long morphology protein 1
Schisto_mansoni.Chr_1 23093504 23093979 TSS Smp_160970 hypothetical protein
Schisto_mansoni.Chr_1 51279957 51280469 TSS Smp_161370 deoxynucleotidyltransferase terminal interacting
Schisto_mansoni.Chr_1 25844210 25845022 TSS Smp_161860 run domain Beclin 1 interacting and cystein rich
Schisto_mansoni.SC_0138 90963 92283 TSS Smp_164450.1 tether containing UBX domain for GLUT4
Schisto_mansoni.Chr_3 6256205 6256507 TSS Smp_165770 nucleotide binding protein 1
Schisto_mansoni.Chr_3.unplaced.SC_0174 515846 517102 TSS Smp_165900 n2n2 dimethylguanosine tRNA methyltranserase
Schisto_mansoni.SC_0357 29301 40000 TSS Smp_170820 ATP binding cassette subfamily B (MDR:TAP)
Schisto_mansoni.Chr_2.unplaced.SC_0193 56023 56552 TSS Smp_171530 alpha parvin
Schisto_mansoni.Chr_2.unplaced.SC_0193 110458 111496 TSS Smp_171540.1 Ribosome binding protein 1
Schisto_mansoni.Chr_1 28371135 28371702 TSS Smp_172420 E3 ubiquitin protein ligase TRIP12
Schisto_mansoni.Chr_4.unplaced.SC_0032 1535582 1539567 TSS Smp_172590 family S10 unassigned peptidase (S10 family)
Schisto_mansoni.Chr_W 14390470 14391611 TSS Smp_175090.1 long-chain-fatty-acid--CoA ligase
Schisto_mansoni.SC_0151 547304 550107 TSS Smp_175120.1 Alpha (1,6) fucosyltransferase (EC 2

Smp_180990 heat shock proteinB1 associated protein 1
Smp_181000 ubiquitin thioesterase otu1

Schisto_mansoni.Chr_4 30796304 30796786 TSS Smp_198010 arf GAP with GTPase, ANK repeat and PH
Schisto_mansoni.SC_0393 29272 30708 TSS Smp_199670 cation transporting ATPase
Schisto_mansoni.SC_0221 154482 156140 TSS Smp_205070 hypothetical protein
Schisto_mansoni.Chr_5 9174658 9175267 Exon Smp_210130 C Jun amino terminal kinase interacting protein
Schisto_mansoni.Chr_4.unplaced.SC_0032 1596005 1600000 TSS Smp_211180 alpha(13)fucosyltransferase
Schisto_mansoni.Chr_3 1370338 1371116 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_4 4874988 4875379 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_6 1733270 1733941 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_1 57281606 57282474 Exon smp_196370 potassium voltage gated channel subfamily H
Schisto_mansoni.Chr_W 22785725 22787129 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_2 12214549 12215081 exon Smp_014570.1 Saposin,IPR008139 Saposin
Schisto_mansoni.Chr_1.unplaced.SC_0071 1531043 1531341 intron Smp_075940 prohibitin protein WPH
Schisto_mansoni.Chr_3 18283100 18284075 intron Smp_084890 ectonucleotide pyrophosphatase:phosphodiesterase
Schisto_mansoni.Chr_1 30851010 30852524 5' end Smp_093980 hypothetical protein
Schisto_mansoni.SC_0080 999585 1000073 3' end Smp_133490 mitogen activated protein kinase 15
Schisto_mansoni.Chr_7 6998392 6998741 intron Smp_134560 serine:threonine protein kinase doa
Schisto_mansoni.Chr_1 13972042 13972891 5'gene Smp_141250 protein jagged 1
Schisto_mansoni.Chr_2 11730991 11731254 exon Smp_146570 hypothetical protein
Schisto_mansoni.SC_0142 506493 506899 intron Smp_158580 transmembrane protein 39a
Schisto_mansoni.Chr_4 16199908 16200561 intron Smp_160670 paired box protein pax 6
Schisto_mansoni.Chr_1 24876731 24877219 intron Smp_161680 phosphorylase B kinase beta, kpbb
Schisto_mansoni.Chr_W 252207 252845 exon Smp_175930 ELAVprotein 2:3:4
Schisto_mansoni.Chr_3 18098105 18099549 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_4 16750925 16752331 exon Smp_171740 multidrug resistance associated protein 1
Schisto_mansoni.Chr_W 9836427 9837293 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_4 23526845 23530256 Intergenic
Schisto_mansoni.Chr_1.unplaced.SC_0010 3860276 3860997 Intergenic

H3K9Ac

H3K9me3

H3K27me3

Supplementary Table 1: List of regions and associated genes where histone marks profiles were different between hycanthone resistant and 
control worms. Scafolds and positions refers to the genome assembly v5.2 of Schistosoma mansoni.

H3K4me3

Schisto_mansoni.Chr_3 23106561 23107580 TSS

Schisto_mansoni.Chr_2 32642153 32643254 TSS
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Element ID Comparison
Histone 

mark
Fold change (log2) P-value Est. copy number localisation

R=1886 H3K4me3 4.22 3.2e-02 22 dispersed
smr_947 0.48 9.6e-04 352 dispersed

Sm_SR1-E2 0.42 2.7e-02 82 dispersed

R=9 0.38 7.6e-02 1001 dispersed
Sm_Saci3 0.36 9.3e-02 96 dispersed
R=869 -0.55 8.4e-03 39 Chr.2:3960k-4050k, SC_0013: 2695k-2724k
Smr_7429 -0.5 2.2e-02 14 dispersed
Smr_2067 -0.5 7.8e-02 22 Chr.5:3010k-3060k

R=323 -0.5 5.6e-02 32
Chr.3:22040k-22075k, SC_0703: whole, covering Smp_183020, SC_1309: whole, covering 
smp_186130

Smr_2801 -0.5 8.0e-02 10 Chr.5: 1261k-1277k
R=564 -0.48 2.7e-02 40 SC_0163:0-3k, entire contig SC_0397
R=592 -0.48 2.7e-02 14 Intermingled on SC_0147:20k-170k, Intermingled on SC_0163:526k-554k

Supplementary Table 2: List of repetitive elements where histone marks profiles were different between hycanthone resistant and control worms. Scafolds and 
positions refers to the genome assembly v5.2 of Schistosoma mansoni.      

HycR < Control
H3K9ac

HycR > Control H3K27me3
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IV.1. Mise en contexte 

Dans cette partie, je me suis situé une fois de plus dans la continuité des travaux de 

Julie Lepesant. J’étais intéressé à continuer l’étude des variations épigénétiques chez un 

isolat de S. mansoni se développant dans des mollusques de souches différentes, mais 

sous une forme me permettant de discriminer les rôles respectifs de la génétique et de 

l’épigénétique. Je cherchais également à observer dans quelle mesure des modifications 

de la structure chromatinienne pouvaient être transmises d’un stade développemental à un 

autre, et éventuellement à une génération suivante.  

Dans les précédentes expériences effectuées au laboratoire (Figure 20, page 52), 

une population de miracidia a été utilisée pour infecter deux isolats géographiquement 

distincts de mollusques (Lepesant 2012). Les mollusques étant infectés par plusieurs 

miracidia (issus de plusieurs parents), les cercaires collectées sont alors de plusieurs 

génotypes. Tel que mentionné précédemment, il y a peu de variabilité génétique dans la 

souche SmBre (aucune variabilité sur 14 marqueurs microsatellites neutres), mais elle n’est 

cependant pas inexistante. Du séquençage massif sur 20 individus de cette souche a 

permis de mesurer l’indice de diversité de Tajima à 1,8x10-4 (Clément et al. 2013) (Annexe 1). 

Cette diversité est faible, mais il reste que de nombreux polymorphismes ont tout de même 

été identifiés. On ne peut donc pas exclure l’éventualité qu’un ou plusieurs 

polymorphismes soient impliqués dans les phénotypes observés au niveau des traits 

d’histoire de vie : prévalence, intensité, sex-ratio (Lepesant et al. 2013; Theron et al. 2014). Il 

existe aussi la possibilité que certaines structures chromatiniennes soient associées à des 

génotypes précis (par des mécanismes en cis). Il est alors risqué d’affirmer que les 

différences épigénétiques observées entre les deux conditions sont l’effet de 

l’environnement et non le résultat de la sélection d’allèles ou epiallèles conférant un 

avantage dans l’infestation d’une des deux souches de mollusques. Nous avons aussi 

remarqué un biais fort et reproductible du sex-ratio dans la condition allopatrique. Un 

enrichissement (augmentation) du nombre de femelles apparaît systématiquement dans les 

échantillonnages de cercaires issues des mollusques BgGua (Guadeloupe, allopatrique) 

(Lepesant et al. 2013). Deux hypothèses peuvent l’expliquer: (I) les miracidia femelles ont 

une meilleure infectivité que les mâles vis à vis des mollusques allopatriques, ou (II) les 

sporocystes femelles produisent plus de cercaires dans les conditions allopatriques. Dans 
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les deux cas, à cause de la variation du sex-ratio, on peut imaginer que les différences de 

structure chromatinienne observées soient sexe-spécifiques et deviennent détectables en 

raison de la proportion plus élevées de cercaires femelles dans une condition.  

J’ai décidé de modifier cette expérience, de manière à réduire les problèmes reliés à 

la sélection d’allèles/epiallèles entre les différentes souches de mollusques et à la 

possibilité d’enrichissement d’épiallèles sexe-spécifiques dans une condition. Pour 

outrepasser ces biais, j’ai effectué des infections mono-miracidiale (un seul miracidium par 

mollusque) de SmBre dans un mollusque sympatrique (BgBre), suivi de greffes de 

sporocystes dans des mollusques allopatriques (BgGua) et d’autres mollusques 

sympatriques (BgBre). Cette technique, développée par mon laboratoire d’accueil 

(Jourdane & Theron 1980; Jourdane 1984) permet de prélever des sporocystes secondaires 

à partir d’un mollusque infecté, et de les transférer dans des mollusques sains. Les 

sporocystes secondaires (sp2) greffés régressent au stade de sporocystes primaires (sp1), 

se multiplient asexuellement et se transforment à nouveau en sporocystes secondaires 

(sp2), émettant des milliers de cercaires. Le gros avantage de cette technique est qu’elle 

permet d’obtenir de nombreux mollusques allopatriques et sympatriques infectés par un 

même génotype de S. mansoni. Cela offre l’opportunité d’obtenir des réplicats biologiques 

d’une même condition, avec un fond génétique identique. Les réplicats clonaux d’une 

même condition sont cruciaux car ils permettent de déterminer si les modifications de 

structures chromatiniennes sont induites aléatoirement, de manière ciblée, ou les deux. En 

travaillant sur les cercaires émises, et les vers adultes en étant issus, il devient possible 

d’étudier une héritabilité somatique de changements induits par l’environnement.  

Ce projet était aussi l’occasion d’explorer de nouvelles marques d’histones chez S. 

mansoni. Deux nouveaux anticorps que j’ai testés, ciblant l’acétylation de la lysine 27 de 

l’histone 3 (H3K27ac) et la mono-méthylation de la lysine 20 de l’histone 4 (H4K20me1), ont 

donné satisfaction pour toutes les étapes du pipeline de validation (Cosseau & Grunau 

2011). L’analyse des données de l’expérience sur l’hycanthone (chapitre III) et de 

l’expérience de Julie Lepesant sur l’hôte intermédiaire (Figure 20, page 52, Lepesant 2012) 

ont mis en évidence que la grande majorité des différences de structures chromatiniennes 

entre les conditions étaient observées sur les marques H3K4me3 et H3K27me3, qui ont été 

reconduites pour cette expérience.  
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IV.2. Publication associée 

Les résultats et conclusions de cette expérience ont été soumis sous la forme de 

l’article « Frequency and mitotic heritability of epimutations in Schistosoma mansoni » en 

septembre 2015 pour l’édition spéciale « Epigenetic Studies in Ecology and Evolution » de 

la revue Molecular Ecology. La version présentée dans ce manuscrit est une version 

révisée et acceptée pour publication le 24 janvier 2016 (post-soutenance). Les 

Supplementary Figures 1 à 3 et les Supplementary Files 3, 4, 6 et 8 de l’article sont 

présentés à sa suite. Les Supplementary Files 1, 2, 5 et 7 sont disponibles sur demande à 

david.roquis@yahoo.com.  
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 10 

Abstract 11 
 12 
Schistosoma mansoni is a parasitic platyhelminth responsible for intestinal bilharzia. It has a 13 
complex life cycle, infecting a freshwater snail of the Biomphalaria genus, and then a mammalian 14 
host. S. mansoni adapts rapidly to new (allopatric) strains of its intermediate host. To study the 15 
importance of epimutations in this process we infected sympatric and allopatric mollusk strains 16 
with parasite clones. ChIP-Seq was done on four histone modifications (H3K4me3, H3K27me3, 17 
H3K27ac and H4K20me1) in parallel with genome-wide DNA resequencing (i) on parasite larvae 18 
shed by the infected snails, and (ii) on adult worms that had developed from the larvae. No change 19 
in single nucleotide polymophisms (SNP) and no mobilization of transposable elements (TE) was 20 
observed, but 58 – 105 copy number variations (CNV) within the parasite clones in different 21 
mollusks were detected. We also observed that the allopatric environment induces three types of 22 
chromatin structure changes: (i) host-induced changes on larvae epigenomes in 51 regions of the 23 
genome that are independent of the parasites’ genetic background, (ii) spontaneous changes (not 24 
related to experimental condition or genotype of the parasite) at 64 locations, and (iii) 64 25 
chromatin structure differences dependent on the parasite genotype. Up to 45 % of the 26 
spontaneous, but none of the host-induced chromatin structure changes were transmitted to 27 
adults. In our model, the environment induces epigenetic changes at specific loci but only 28 
spontaneous epimutations are mitotically heritable and have therefore the potential to contribute 29 
to transgenerational inheritance. We also show that CNV are the only source of genetic variation 30 
and occur at the same order of magnitude as epimutations. 31 
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Introduction 33 
 34 
Adaptive evolution relies on the generation of heritable phenotypic variations. There is now an 35 
intense scientific discussion about the source of these variants (Laland et al. 2014). During the last 36 
couple of years, it has become clear that there are considerable non-genetic sources of heritable 37 
phenotypes (Jablonka et al. 1992; Jablonka & Lamb 2008; Danchin et al. 2011). In particular 38 
epigenetic modifications, that we define here tentatively as heritable changes in chromatin 39 
structure that can have an impact on gene expression, are in the center of a lively scientific debate 40 
(Kovalchuk 2011). Particularities of epimutations are (I) their metastability, i.e. changes in 41 
chromatin structure can be reversible and (II) their relations with the environment. In the genetic 42 
inheritance system, the environment acts solely as selective agent, but in the epigenetic system it 43 
could play a dual role, acting as an inducer of epimutations (Guerrero-Bosagna & Skinner 2011; 44 
Skinner et al. 2015) as well as applying selection on the resulting phenotypes. The question 45 
whether epimutations can generate new phenotypes is solved (Peaston & Whitelaw 2006; Nilsson 46 
& Skinner 2015). There are now many examples for phenotypes that are entirely or partially 47 
encoded by epialleles presenting changes in DNA methylation or histone modifications (Duncan et 48 
al. 2014). The role of the environment, however, is far from being comprehended. There is 49 
empirical support that epimutations are generated spontaneously, independently of environment 50 
but at a higher frequency than genetic mutations (van der Graaf et al. 2015). It was also argued 51 
that environmental stress could provoke adaptive and heritable changes through targeted 52 
épimutations. Others concluded that stress leads to an increase of the epimutation rate, thus 53 
representing an ephemeral, but inducible version of the genetic inheritance system, i.e. a way to 54 
induce reversible but possibly inheritable phenotypic changes (Jiang et al. 2014). The objective of 55 
the present study was to determine the frequency and nature of histone-based epimutations 56 
during a change of environment, and to measure their mitotic heritability. To address this question 57 
we used a parasite-host system. In these systems reciprocal selective forces, such as infectivity for 58 
the parasite and resistance for the host, are strong and adaptive evolution is expected to be fast 59 
(Thrall et al. 2007; Tellier et al. 2014).  60 
 61 
The plathelminth Schistosoma mansoni is the causing agent of intestinal schistosomiasis, a human 62 
disease affecting more than 67 million people worldwide (Oliveira et al. 2004; King 2010). Its 63 
complex life cycle (Supplementary Figure 1) starts with eggs hatching in fresh water. A free-64 
swimming larvae (miracidium) is released and will enter the tegument of the intermediate mollusk 65 
host of the Biomphalaria genus. Miracidia quickly transform into primary sporocysts, multiply 66 
asexually and differentiate into secondary sporocysts. They generate multiple cercariae, another 67 
free-swimming larvae, which leave the mollusk, infect the definitive mammalian host (rodent or 68 
primate), and transform into schistosomula. They follow a complex maturation and migration 69 
process in the mammalian body to reach the adult worm stage. Male and female worms form 70 
couples in the mesenteric veins, where eggs are released, go through the intestine wall and are 71 
excreted in the feces. S. mansoni can infect a wide range of intermediate and definitive host 72 
species (Martins 1957;  DeJong et al. 2001). Changes in the intermediate host strain and species 73 
has a reproducible phenotypic impact on the parasite, and more specifically on its life history traits 74 
(sex-ratio, growth, prevalence and intensity of the infection) (Dias et al. 1988; Lepesant et al. 75 
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2013; Theron et al. 2014), but the underlying mechanisms are still unknown. Compatibility 76 
polymorphism is classically used to explain infectivity between S. mansoni and B. glabrata (Roger 77 
et al. 2008; Mitta et al. 2012). However, recent work has uncovered that epigenetic modifications 78 
could also play a role in the adaptation to new host strains (Knight et al. 2013). Knowing this, we 79 
were interested to find out what would be the impact of different host strains on the genome and 80 
epigenome of S. mansoni. In order to disentangle the impact of epimutations and mutations, we 81 
decided to work with genetically identical parasites and to let them develop in different snails. 82 
Miracidia, coming from sexual reproduction, are not clonal, and although it is relatively easy to 83 
infect snails with sibling miracidia with low genetic diversity between them, there will still be 84 
genetic diversity. To overcome this problem, we used sporocyst grafts (Jourdane & Theron 1980; 85 
Jourdane 1984). This technique allows, after a mono-miracidium infection, to extract secondary 86 
sporocysts and graft them into new mollusks. Secondary sporocysts revert to primary sporocysts 87 
once grafted, and then undergo the normal development until cercariae emission (Jourdane & 88 
Theron 1980; Jourdane 1984). 89 
 90 
Here, we used a parasite strain with known genetic background (SmBre from Brazil; Clément et al. 91 
2013) to infect a sympatric Biomphalaria glabrata strain (BgBre from Brazil) and an allopatric one 92 
(BgGua from Guadeloupe). Interactions between SmBre and the two mollusk strains have been 93 
previously characterized in great detail and the differences in life traits are known (Lepesant et al. 94 
2013; Theron et al. 2014). Prevalence in the sympatric interaction (SmBre on BgBre) is 50-100%, 95 
and 30-85% in the allopatric interaction (SmBre on BgGua), depending on the number of miracidia 96 
used for infection (Theron et al. 2014). This shift in the environment does not represent a strong 97 
stress but has still measurable effects on the life history traits of the parasite (Lepesant et al. 98 
2013). We sequenced the genomes of cercariae and adult parasites to search for somatic 99 
mutations, copy number variations and mobilization of transposable elements. DNA methylation is 100 
only present at a very low level in S. mansoni (Geyer et al. 2011), which allowed us to focused on 101 
chromatin marks based on histone modifications. We used chromatin immunoprecipitation 102 
followed by sequencing (ChIP-Seq). ChIP-Seq was done on cercariae emitted after grafts, but also 103 
on adult worms obtained by infecting mice with the same cercariae. The objective was to see if 104 
chromatin structure changes, potentially induced by development in different mollusks, are 105 
transmitted to the next developmental stage of the parasite. We selected four histone 106 
modifications (H3K4me3, H3K27ac, H3K27me3, H4K20me1), associated with different biological 107 
functions. H3K4me3 form narrow peaks (rarely larger than 2 kb wide) usually associated with the 108 
transcription start site (TSS) and promoters of transcriptionally competent genes (Berger 2007; Gu 109 
& Fire 2009; Kharchenko et al. 2010; Zentner & Henikoff 2013). H3K27me3 plays an important role 110 
in sequential expression and regulation of developmental genes, and is generally associated with 111 
repression of transcription (Kouzarides 2007; Trojer & Reinberg 2007; Bannister & Kouzarides 112 
2011). Acetylation of H3K27 serves to discriminate active enhancers (where the mark is present) 113 
from poised ones (where the mark is absent) (Tie et al. 2009; Creyghton et al. 2010; Liu et al. 2011; 114 
Shlyueva et al. 2014). It is described as a very punctate mark, similar to H3K4me3. The role of 115 
H4K20me1 is more controversial. Some authors report it being associated with distinct regions of 116 
silent chromatin (Sims et al. 2006; Vielle et al. 2012)  in human and C. elegans, while others 117 
describe it as an essential mark for transcription activation (Wang et al. 2008; Li et al. 2011). It is 118 
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also involved in DNA repair and cell cycle (Jorgensen et al. 2013), and genome-wide increase of 119 
this mark impairs genome integrity (Schotta et al. 2008).  120 
 121 
Our data show that changes in SNP and mobilization of TE do not contribute to genetic variation, 122 
but that CNV are relatively frequent. Roughly 10% of spontaneous CNV are mitotically heritable. In 123 
addition, we observed the occurrence of environment-directed (i.e. environment-dependent) and 124 
genotype-independent epimutations, as well as spontaneous epimutations (not related to 125 
experimental conditions or genotypes). However, while mitotic heritability of spontaneous 126 
epimutations can reach 45%, none of the environmentally targeted chromatin structure changes 127 
are transmitted to the adult worms. Our findings are therefore in favor of spontaneous 128 
epimutations as a possible source for heritable phenotypic variants that could be selected by the 129 
environment.  130 
 131 

2. Materials and Method 132 
 133 
The experimental procedure is schematically summarized in Figure 1. 134 

Ethics statement 135 
Housing, feeding and animal care followed the national ethical standards established in the writ of 136 
February 1st, 2013 (NOR: AGRG1238753A) setting the conditions for approval, planning and 137 
operation of establishments, breeders and suppliers of animals used for scientific purposes and 138 
controls. The French Ministère de l’Agriculture et de la Pêche and French Ministère de l’Éducation 139 
Nationale de la Recherche et de la Technologie provided permit A 66040 to our laboratory for 140 
experiments on animals and certificate for animal experimentation (authorization 007083, decree 141 
87–848) for the experimenters. 142 

Origin of the parasites and their hosts 143 
The Schistosoma mansoni strain SmBre was originally sampled in Recife, Brazil in the 1960’s. It was 144 
provided to our laboratory in 1975 by Pr. Y. Golvan (Faculté de Médecine de Paris – Saint Antoine) 145 
and has been since then maintained in its sympatric intermediate host strain BgBre of the mollusk 146 
Biomphalaria glabrata and Mus musculus (SWISS OF1) as definitive vertebrate host. BgBre (albino 147 
strain) is also from Recife and was also acquired in 1975. Albinism is of genetic origin and does not 148 
have an impact on the experimental design. The allopatric mollusk strain BgGua originates from 149 
the town of Dans Fond and arrived at our laboratory in 2005 (pers. comm. A. Théron). Mollusks 150 
were maintained as described in Boissier & Moné (2000). 151 

Infection and sex determination 152 
Thirty-two B. glabrata BgBre individuals were each infected with a single SmBre miracidium. 153 
Miracidia were freshly hatched from the liver of a single infected mouse. Miracidia hatching, as 154 
well as snails and mice infections, were performed as described in Boissier & Moné (2000). 155 
Mollusks were screened 30 days later for presence of parasites and cercariae shed by each 156 
positive B. glabrata were genotyped with sex markers (Portela et al. 2010). We chose to work only 157 
with female parasites, as it was previously shown that there is an increase in female cercariae 158 
production when SmBre develops in BgGua hosts (Lepesant et al. 2013), and also to avoid possible 159 

Page 4 of 32Molecular Ecology



For Review Only

 5 

bias caused by gender-specific epialleles. We selected two infected snails with a large number of 160 
sporocysts to be donators for sporocyst grafts. We named the female genotypes of the parasites in 161 
these two snails Fa and Fb. 162 

Sporocyst graft 163 
The grafts were done as detailed in Jourdane & Theron (1980) and Jourdane (1984). Large (10-12 164 
mm) BgBre and BgGua mollusks were selected as receivers. They were anesthetized by incubating 165 
4 hours in spring water mixed with sodium pentobarbital at a final concentration of 1.2 mg/mL. 166 
Donor mollusks had their shells carefully removed with tweezers and their digestive gland (where 167 
secondary sporocysts are located) was recovered. Using tweezers, explants of 1 mm3 containing 1-168 
3 sporocysts were prepared and grafted within an hour. Explants were grafted in the cephalopedal 169 
sinus of receiver snails with a custom-made glass micro-needle attached to a 1 mL syringe. A small 170 
incision of the tegument above the genital pore was done to reach the cephalopedal sinus. 171 
Grafted snails were then kept in normal growing conditions. Fa sporocysts were grafted in 15 172 
BgGua and 14 BgBre, and Fb sporocysts were transplanted in 17 BgGua and 15 BgBre.  173 

Parasite preparation 174 
Fifty days after transplantations, mollusks were screened under a stereomicroscope to look for 175 
secondary sporocysts. Uninfected mollusks were discarded. Cercariae were collected from 176 
infected snails 53 days after infection by gently pipetting from spring water, avoiding mucus and 177 
feces, and sedimented on ice. Water was removed and cercariae from each snail were stored 178 
separately at -80oC before being used for ChIP-Seq. As we were interested to see if epimutations 179 
induced by the development in different snail strains would be maintained in adults, we also 180 
infected mice with cercariae from some of the snails. For both Fa and Fb parasite genotype, we 181 
selected BgBre and BgGua snails emitting the highest amount of cercariae (> 5,000) to use for 182 
infection. For parasite genotype Fa, we had one BgBre and one BgGua, and for Fb we had two 183 
snails of each strain. For each snail, three mice were infected with 300 cercariae each, as described 184 
in Boissier & Moné (2000). Mice were sacrificed 42 days later by injection of sodium pentobarbital 185 
and female adult worms were recovered by retrograde perfusions of the hepatic portal system 186 
with citrate (7.5%) saline (8.5%) solution administrated through the left ventricle (Duvall & DeWitt 187 
1967). Worms trapped in the liver or mesenteric system were collected after excising these 188 
organs. Worms from each mouse were collected separately and stored at -80oC. 189 

 190 

Genomic DNA sequencing 191 
Cercariae emitted from a mollusk infected with a single miracidium are generally considered 192 
genetically identical, but evidences exist that some genetic diversity can occur (Bayne & 193 
Grevelding 2003). We could not exclude that sporocyst grafts and development in an allopatric 194 
host were source of stress, which could activate mobilization of TE (Wijayawardena et al. 2015). 195 
Knowing this, we performed DNA pool sequencing (Pool-Seq) on adult worms developed from 196 
cercariae emitted after the grafts. We chose to sequence DNA of adults rather than cercariae 197 
because current tools for the analysis of Pool-Seq data do not perform well on large numbers of 198 
potentially different haploid genomes. It is not feasible to obtain sufficient amount of DNA for 199 
sequencing from less than 1,000 cercariae while 10 adults are enough. We selected four pools of 200 
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12, 9, 11 and 17 Fb genotype female adult worms. The first two pools originated from two 201 
different sympatric (BgBre) snails, while the last two are from a single allopatric (BgGua) snail, but 202 
isolated from two different mice. DNA was extracted following Beltran et al. (2008)  and 203 
sequencing was done as paired-end 125 bp reads on an Illumina HiSeq 2500 at the Montpellier 204 
GenomiX facility (http://mgx.cnrs.fr). Sequencing was designed to have a genomic coverage of at 205 
least 3X per individual per sample.  206 

Chromatin immunoprecipitation and sequencing (ChIP-Seq) 207 
Native ChIP was performed following the protocol developed for Schistosoma mansoni by Cosseau 208 
et al. (2009) (also available online at http://methdb.univ-perp.fr/cgrunau/methods/native_ 209 
chip_sm.html) on cercariae and adult worms. We used at least 5,000 cercariae or 20 adult worms. 210 
Immunoprecipitation was performed using the following antibodies: H3K4me3 (Millipore, cat# 04-211 
745 lot# NG1680351, 4 µL per reaction), H3K27ac (Abcam, cat# ab4729 lot# GR-150-367-2, 4 µL 212 
per reaction), H3K7me3 (Diagenode, cat# C15410069 lot# A1821D/2, 8 µL per reaction), and 213 
H4K20me1 (Abcam, cat# ab9051 lot# GR158874-1, 4 µL per reaction). For each sample, we used a 214 
control without antibody to assess unspecific background (bound fraction) and input (unbound 215 
fraction). Inputs were used for normalization in all subsequent bioinformatics analyses. Antibodies 216 
were carefully tested for specificity as described in Cosseau & Grunau (2011)  and saturating 217 
quantities were used. We had earlier shown that the abovementioned catalogue/lot numbers for 218 
anti-H3K4me3 and anti-H3K27me3 can be used for ChIP-Seq (Roquis et al. 2015). For H3K27ac and 219 
H4K20me1, we performed all the validation steps described by Cosseau & Grunau (2011), 220 
including a chromatin titration to assess specificity of the antibodies. Titrations, using increasing 221 
amount of antibodies over the same quantity of S. mansoni chromatin, proved that antibodies 222 
were indeed specific and able to immunoprecipitate all target chromatin using 4 µl of the antibody 223 
for 5,000 cercariae or 20 adult female worms (Supplementary Figure 2). 224 

ChIP products were sequenced as single-end 50 bp reads on an Illumina HiSeq 2500 at the McGill 225 
University and Génome Québec Innovation Centre (http://gqinnovationcenter.com/index.aspx). 226 
Briefly, fragmented DNA was quantified using a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Libraries 227 
were generated robotically with 10 ng of fragmented DNA (range 100-300 bp) using the Kapa HTP 228 
Library Preparation Kit (Kapa Biosystems) as per the manufacturer’s recommendations, except 229 
that adapters and PCR primers were diluted 100-fold. The size selection step was done after the 230 
PCR step and the number of PCR cycles was increased by six. Adapters and PCR primers were 231 
purchased from Integrated DNA Technologies whereas size selection has been performed on a 232 
Pippin Prep instrument (SAGE Biosciences Inc). Libraries were quantified using the Quant-iT 233 
PicoGreen dsDNA Assay Kit (Life Technologies) and the Kapa Illumina GA with Revised Primers-234 
SYBR Fast Universal kit (D-Mark). Average size fragment was determined using a LabChip GX 235 
(PerkinElmer) instrument. Cluster formation on the flow cell was performed using the cBot 236 
instrument (Illumina) with four indexed libraries per lane. Sequencing, in the form of 50-cycle 237 
single end reads, was performed on a HiSeq 2000/2500 (Illumina) running HCS software version 238 
2.2.38. Demultiplexed FASTQ files were generated by allowing up to one mismatch in the index. 239 

Quality control, alignment and peak calling 240 
 All data treatment was carried out under a local galaxy instance (Goecks et al. 2010)  241 
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(http://bioinfo.univ-perp.fr). Read quality was verified using the FASTX-toolkit 242 
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). All samples had a sanger quality score above 30 for 243 
over 95% of their length.  244 

Sequences were aligned to the S. mansoni reference genome (Protasio et al. 2012) with Bowtie2.1 245 
(Langmead & Salzberg 2012) using parameters --end-to-end, --sensitive, --gbar 4 and filtered for 246 
unique match with samtools (Li et al. 2009) (samtools view -Sh -q quality value 40-42 -F 0x0004 - | 247 
grep -v XS:i). SAM alignment files were converted into the bed format with pyicos (Althammer et 248 
al. 2011) and sorted with sortBed -i of the bedtools suite (Quinlan & Hall 2010). PCR duplicates 249 
were removed using the remduplicates function from Pyicos (Althammer et al. 2011), allowing a 250 
maximum of 4 duplicates per position. Random sampling using a custom Perl script was performed 251 
on each library to generate an equal number of reads per library for peak calling. Although 252 
random sampling is not mandatory, we found in previous work that it reduces false positives when 253 
searching for histone modification differences between samples. We took 7 million reads for 254 
H3K4me3, 23 millions for H3K27ac and H3K27me3, and 19 millions for H4K20me1. One of the 255 
samples, Cercariae Fb Gua 8, had a higher amount of PCR duplicates than the other samples, and 256 
we could only select 14 million reads for H3K27ac and 10 millions for H4K20me3. Ranger of 257 
Peakranger v1.16 (Feng et al. 2011) with P-value cutoff 0.0001, FDR cutoff 0.01, Read extension 258 
length 200, Smoothing bandwidth 99 and Delta 1 was used for peak identification. Input samples 259 
were used as negative control (-c). Wiggle files were visualized under IGV (Thorvaldsdottir et al. 260 
2013). Reads mapping to repetitive regions were aligned on the 3,145 repetitive consensus 261 
sequences obtained from the same strain of S. mansoni (SmBre) in a previous study (Lepesant et 262 
al. 2012) (available  at http://methdb.univ-perp.fr/downloads/) using Bowtie2.1 (Langmead & 263 
Salzberg 2012) evoking parameters --end-to-end, --sensitive, --gbar 4. In order to obtain identical 264 
effective library sizes for each sample, the same number of aligned reads was randomly sampled 265 
for each of the ChIP experiments (H3K4me3 = 2.5 million, H3K27ac = 7 million, H3K27me3 = 7 266 
million, H4K20me1 = 8 million). After the counts had been normalized, they were compared 267 
between groups (allopatric vs sympatric, with three replicates; genoytpe Fa vs Fb, with two and 268 
four replicates) and between individual samples using the DESeq package (Anders & Huber 2010) 269 
of the R software. This package uses the negative binomial distribution to calculate the P-value for 270 
each element and for each comparison between two samples and to find elements that present 271 
significant differences in their enrichment levels. 272 

Chromatin structure profiles  273 
The analysis of the different histone modification combinations on the S. mansoni genome was 274 
performed using EpiCSeg (Mammana & Chung 2015), using count normalization (normalizecounts) 275 
and binsize of 500bp (--binsize 500). We tested 4 to 16 different possible chromatin states and 276 
concluded that five states (--nstates 5) was the optimal number to avoid redundancy between 277 
states. Profiles were done on cercariae and adults, each time using the three datasets from the 278 
sympatric (BRE) condition as replicates for the bin count. In a similar way, we also compared 279 
sympatric (BRE) and allopatric (GUA) chromatin profiles for adults and cercariae. Annotation files 280 
used to generate chromatin profiles on genes, transcription start sites (TSS) and transcription end 281 
site (TES) were derived from an earlier established transcriptome (Roquis et al. 2015), by keeping a 282 
subset of genes longer than 5 kb (2,428 genes). 283 
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Comparative epigenomic analysis 284 
For comparison of chromatin profiles of each mark, DiffBind v1.8.3 (Stark & Brown 2013) was used 285 
with FDR of 0.1. Comparisons were done for each histone modification between allopatric and 286 
sympatric conditions (3 replicates for each histone modification). Comparisons were also done for 287 
genoytpe Fa (two replicates) vs Fb (four replicates), and for each individual sample (no replicate). 288 
One library (cercariae Fb5 H3K4me3) was systematically excluded from these DiffBind analyses 289 
because it had more than 20% of PCR duplicates, indicating probably a too few starting material, 290 
thus reducing the number of replicates for this histone modification by one. Heatmaps were 291 
generated evoking dba.plot Heatmap (sample, contrast=1, correlations=FALSE) and PCA was done 292 
with dba.plotPCA(sample, contrast=1,th=.05). DiffBind (allopatric vs sympatric condition and 293 
genotype Fa vs Fb with minOverlap = 2) will test a peak if it is identified in at least two of the six 294 
total samples. It is the variance amongst all the replicates in each condition that drive the p-value 295 
calculated for the comparison. For sample-by-sample comparison, non-parametric bootstrapping 296 
or default value minOverlap = 1 was used for each sample. Both methods provided the same 297 
results. Differentially modified chromatin regions were saved as BED files for further analysis.  298 
Gene ontology enrichment analysis was done with BLAST2GO (Conesa et al. 2005). For analyses of 299 
significant differences in histone isoform enrichment in repetitive sequences, normalized aligned 300 
read counts were compared using the DESeq package of the R software (Anders & Huber 2010).  301 

Comparative genomic analysis 302 
For the detection of SNP frequency distortion, i.e. significant differences in allele frequency 303 
between sympatric and allopatric conditions, we used paired-end data for genotype Fb and single-304 
end data corresponding to the ChIP-Seq input libraries for both Fa and Fb. All raw data were of 305 
excellent quality and no quality filter was necessary. Reads were aligned with Bowtie 2 (Langmead 306 
& Salzberg 2012) and default parameters. Unique reads were identified using the Bowtie 2 'XS:I’ 307 
flag and sorted with SamTools (Li et al. 2009). Alignment rates were between 54% and 59%, which 308 
is consistent to what has been previously achieved on S. mansoni (Roquis et al. 2015) and can be 309 
explained by the fact that we only align on unique sequences of the genome (47% of the genome 310 
is composed of repetitive elements (Lepesant et al. 2012). To homogenize effective library size, 56 311 
million aligned reads were randomly subsampled for the paired-end libraries and used for further 312 
analysis. For single-end data, 24 million reads were subsampled. Pileup files were generated by 313 
SamTools invoking -B -C 0 -d 250 -q 0 -Q 13. For the comparison of allele frequencies we used 314 
PoPoolation2 (Kofler et al. 2011). Fisher's Exact Test was chosen to estimate the significance of 315 
allele frequency differences in samples for which we had no replicates (Fa), and the Cochran-316 
Mantel-Haenszel (CMH) test was used to detect consistent allele frequency changes with 317 
replicates (Fb). Pileup files were converted to sync file with parameter --min-qual 20. And Fisher 318 
and CMH tests were used invoking --min-count 2 --min-coverage 10 --max-coverage 200 --319 
suppress-noninformative for single-end data and --min-count 12 for paired-end data. Copy-320 
number variation (CNV) are another source of genetic variability and we used CNV-seq (Xie & 321 
Tammi 2009) to estimate the probability of CNV differences between the sympatric and the 322 
allopatric conditions. We used default parameters (log2 = 0.6, pvalue = 0.001, minw = 4) with a 323 
genome size of 364,541,798 bp. Results were converted into IGV or GWAS compatible formats and 324 
visualized under IGV. Differences in genomes Fa and Fb were detected using FreeBayes v0.9.20 325 
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(Garrison & Marth 2012) using parameters --theta 0.001 --ploidy 2 -J -m 1 -q 0 -R 0 -Y 0 -e 1000 -F 326 
0.2 -C 2 --min-alternate-qsum 0 -G 1 --min-coverage 20. Resulting VCF files were compared with 327 
vcf-isec of the VCF tools (Danecek et al. 2011). CNV were searched for as described above. 328 
 329 
The search for transposable element (TE) insertions was done by aligning the reads of the 4 Fb 330 
paired-end pools using bwa-mem from the BWA software (Li & Durbin 2009) to the reference 331 
genome of S. mansoni. Detection of the insertions and excision of elements was done using the 332 
TEMP software (Zhuang et al. 2014) with the required repeat and annotation files, parameters -x 333 
10 and -c 12 for the insertion detection, and default parameters for the absence (excision) 334 
detection. The principle of this analysis is to use differences in mapping of forward and reverse 335 
reads to detect TE insertion events. BED files were generated from the output of TEMP and the 336 
files were sorted. In order to eliminate constitutive differences between the sequenced genomes 337 
and the reference genome we subtracted the positions that were common to all four genomes 338 
and visually inspected the remaining regions. 339 
 340 
Comparative Transcriptomics 341 
Parasites were used to infect sympatric and allopatric snail hosts for three generations as 342 
described in Lepesant et al. (2013). For RNA extraction, cDNA generation and sequencing, and 343 
comparative analysis with the TopHat2 and CuffLinks we followed Roquis et al. (2015). Briefly, 344 
reads were aligned to the genome and exon-intron structures are established individually for each 345 
sample. Cuffmerge was used to generate a consensus transcription annotation file in GFF format. 346 
We then used htseq-count with the “union” option (Anders et al. 2015) to obtain read-counts for 347 
each of the 18,844 loci (“genes”) identified by Cufflinks/Cuffmerge. A single count 348 
(“pseudocount”) was added to each readcount to avoid division by 0 problems. DESeq (Anders & 349 
Huber 2010) with default parameters was used for differential gene expression analysis. A gene 350 
ontology enrichment analysis was done with BLAST2GO (Conesa et al. 2005) and prediction of 351 
protein interaction networks was done with STRING10 (Szklarczyk et al. 2015). 352 
 353 

Results 354 
There are no significant differences in SNP or TE mobilization between SmBre in sympatric and 355 
allopatric condition 356 
SNP frequencies were evaluated using Fisher’s exact test (for Fa without biological replicates) and 357 
the CMH test for Fb (with replicates). Both tests are robust but the CMH-test showed the highest 358 
power to identify interesting loci (Kofler & Schlotterer 2014). Following others (Barsh et al. 2012, 359 
Panagiotou et al. 2012, Kofler & Schlotterer 2014, Broer et al. 2013) we decided to establish a 360 
significant threshold for p-values at p = 1x10-5. Despite this relatively relaxed threshold, we detect 361 
no significant allele frequency distortion. We noted nevertheless that there are large blocks of 100 362 
kb range in the genome (roughly one per chromosome) that show enrichment of non-significant 363 
AF differences between the sympatric and allopatric condition in all replicates, whatever genotype 364 
was used. We calculated nucleotide diversity between Fa and Fb using private SNP (i.e. with allele 365 
frequency 1). We found 1,570 SNP differences (nucleotide diversity 4.3x10-6 based on the total 366 
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genome length of 364,541,798 bp) and 72 CNV between cercariae Fa and Fb emitted from the 367 
sympatric host BgBre. 368 
 369 
The analysis of transposable element insertion produced several thousand candidate regions 370 
which showed differences in the number of supporting reads or the detection of one of the two 371 
insertion borders with respect to the reference sequence. The elimination of the redundant 372 
positions and those pointing to opposite insertion borders showed that the detected positions 373 
were due to the difference between the sequenced genome and the reference genome. Once 374 
these differences were eliminated the analysis showed that no neoinsertions of elements could be 375 
detected. 376 
 377 

There are significant differences in CNV between sympatric and allopatric SmBre 378 
 379 
CNV-seq detected 58 - 105 CNV covering 0.1-0.2% of the genome in all comparisons (Table 1a & 380 
1b, Supplementary File 1). Interestingly, some CNV covered or flanked the above-mentioned 381 
blocks of non-significant AF differences. To answer the question whether mitotically heritable CNV 382 
are systematically found in the allopatric condition, we compared these variants between Fa and 383 
Fb. CNV between sympatric Fa and Fb were excluded since they could represent simply differences 384 
to the reference genome. None of the regions sensu stricto fulfilled the condition to be a CNV in 385 
cercariae allopatric vs sympatric in both Fa and Fb, and CNV in adults allopatric vs sympatric in 386 
both Fa and Fb. Nevertheless, there is in one region (Schisto_mansoni.Chr_3:1,725,500-1,762,000) 387 
with a clustering of environment dependent CNV. Three single exon genes are predicted in the 388 
region (Smp_192030, Smp_101720 and Smp_201970) for which we did, however, not find 389 
transcripts in our RNA-Seq data. CNV between biological replicates in sympatric or allopatric 390 
condition do not show significant differences (Table 1a & 1b). CNV locations are provided in the 391 
supplementary material  (Supplementary File 1).  392 
 393 
Taken together, our data provide evidence that, upon exposure to the allopatric condition, point 394 
mutations and TE mobilization are below the detection limit. CNV occurs at appreciable frequency, 395 
but are not linked to a specific environmental condition (allopatric or sympatric). The frequency of 396 
CNV is not different between the sympatric and allopatric hosts. Twelve to fifteen percent of 397 
random CNV are maintained through development to adults. One region on chromosome 3 could 398 
be a CNV hot-spot activated upon exposure to the allopatric environment.  399 
In two cases (Schisto_mansoni.Chr_2:717900-817000 and Schisto_mansoni.Chr_1:58049000-400 
58059000), we found epimutations close to CNV, but not to SNP or transposable elements. After 401 
having established the degree and type of genetic mutations we attempted to characterize the 402 
epimutations. 403 

The epigenome of S. mansoni comes in five main chromatin colors 404 
We then performed ChIP-Seq experiments with the abovementioned antibodies for two 405 
genotypes (Fa and Fb) of cercariae that had developed in sympatric or allopatric snail hosts, and of 406 
the resulting female adults (a total of 60 libraries, details in Supplementary File 2). The analysis of 407 
the different histone modification combinations on the S. mansoni genome shows five main states 408 
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(also called “colors”; Filion et al. 2010), in both cercariae (Figure 2) and adults (Supplementary 409 
Figure 3). Both profiles are qualitatively similar. The most frequent histone mark combination 410 
(state 3 on Figure 2 and Supplementary Figure 3) is a combination of H3K27me3-H3K27ac-411 
H4K20me1, which covers 60% of the genome in cercariae and only 46% in adults. This state has a 412 
low presence around the transcription start site of genes (TSS) but is strongly enriched at the 413 
transcription end site (TES). The second most frequent state (state 2) is characterized by an 414 
enrichment of H3K27ac and H3K20me1, covering 17% of the genome of cercariae and 24% of 415 
adults. It is enriched upstream of the TSS, decreases drastically in the first kb past the TSS before 416 
being enriched again in the gene body and decreases once more near the 3’end of the gene. The 417 
absence of any of the four histone marks (state 5) covers 14% of the genome in both 418 
developmental stages of the parasite. It is not very common in gene bodies, but is particularly 419 
depleted around TSS and TES. State 4, characterized by a stronger presence of H3K27me3, 420 
combined with a lower amount of H3K27ac and H4K20me1 is very lowly represented around 421 
genes. Outside of genic regions, it can be found covering 5% of cercariae and 14% of adult 422 
genomes. The last combination of marks (state 1) presents a very strong enrichment in H3K4me3 423 
located right after the TSS (3% of cercariae and 2.3% of adult genomes). We also compared 424 
chromatin state between sympatric and allopatric cercariae, as well as adults, but we did not 425 
observe any large-scale chromatin structure profile differences (data not shown). It should be 426 
noted that except for H3K27ac and H3K27me3, that are mutually exclusive, our approach can 427 
neither confirm nor exclude that histone modifications occur at the same histone or same 428 
nucleosome. All we can say it that there is co-occurrence at the same genomic site. 429 
 430 

There are three types of chromatin changes upon exposure to allopatric hosts 431 
For comparison of chromatin changes in the sympatric and allopatric conditions, one would ideally 432 
use these five chromatin colors. Unfortunately, no algorithm exists yet to do so. Instead, we 433 
performed what was feasible, i.e. a comparative analysis histone mark by histone mark for the 434 
four modifications using peak-calling (PeakRanger) and differential enrichment analysis (DiffBind). 435 
For the cercaria we found in average 8,378 peaks for H3K4me3, 15,866 peaks for H3K27ac, 20,784 436 
peaks for H3K27me3, and 11,175 peaks for H4K20me1. In adults there were 11,967 peaks for 437 
H3K4me3, 9,1110 peaks for H3K27ac, 22,435 peaks for H3K27me3, and 17,403 peaks for 438 
H4K20me1 (Supplementary File 3).  439 
 440 
Heatmaps generated by DiffBind provide a general overview of the chromatin landscape. They 441 
clearly show chromatin differences in cercariae clones exposed to the sympatric and allopatric 442 
host, and the resulting female adults (Figure 3A and 3B). Principal component analysis, using 443 
genomic positions with differences on chromatin profiles, separated sympatric and allopatric 444 
samples extremely well, based on the number of differences in histone marks between samples 445 
(Supplementary Figure 4A and 4B). We observed in cercariae three different types of chromatin 446 
changes depending on condition and genotype. In principle, to classify epimutations, one would fit 447 
a statistical model to test for a genotype effect, an environmental effect, and possibly the 448 
interaction, on peak presence and shape. In such cases one could detect a significant effect of (for 449 
instance) environment even if not all replicates showed the pattern consistently. To our 450 
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knowledge, such statistical model has not been developed and tested. We use here a simpler 451 
approach and classified epimutations into (1) host-induced epimutations, (2) spontaneous 452 
epimutations, and (3) genotype dependent epimutations. For convenience, we will also use the 453 
term “targeted epimutation” or “induced epimutations” for type 1 epimutation, and “random 454 
epimutations” for type 2. In other words, at a given developmental stage (cercariae or adults), 455 
type 1 epimutations must be present in all samples of the allopatric condition and absent in the 456 
sympatric (or vice versa). Type 2 epimutations are present in at least one sample of a condition or 457 
a genotype, but must not be present in all samples of this condition or genotype. Type 3 458 
epimutations are present in all samples of one genotype (independently of the environmental 459 
condition) and absent in all samples of the other genotype. A potential caveat of this classification 460 
method lies in the relatively low number of replicates, leading potentially to an overestimation of 461 
type 1 epimutations. In addition, type 2 epimutations might not be stochastic in the strict sense. 462 
For instance, they might also be environment or genotype-specific but with incomplete 463 
“penetrance” among replicate samples. 464 
 465 
For type 1 epimutations, using a FDR 0.1 (Diffbind’s default), we identified 131 differences for 466 
H4K20me2, 592 for H3K4me3, 346 for H3K27ac and 203 for H3K27me3, present in all replicates 467 
between sympatric and allopatric cercariae. All were verified by visual inspection, in which we 468 
looked for background changes that DiffBind had probably mistakenly identified as real 469 
differences. Basically, if a trained human eye (considering intensity, shape, and strength of 470 
neighboring peaks) cannot detect the differences spotted by Diffbind, we considered it as a false 471 
positive (see Supplementary Figure 5 for examples). In general, validated epimutations 472 
corresponded to a p-value ≤ 1x10-5 for H3K4me3 and ≤ 1x10-15 for the other marks. It reduced the 473 
number of type 1 differences to a total of 51 genomic regions, among those all of them showed 474 
changes for H3K4me3, 11 for H3K27ac, 2 for H3K27me3, and 3 for H4K20me1. Examples are 475 
shown in Figure 4A and a detailed list of differences is available in Supplementary File 4. 476 
Interestingly, epigenetic diversity is higher in samples from the allopatric condition (Figure 3A and 477 
Supplementary Figure 4A. We found that 76,5% of induced epimutations are in transcribed 478 
regions previously identified with RNA-Seq in cercariae (Roquis et al. 2015).  479 
 480 
As outlined above we defined spontaneous epimutations (type 2) as a chromatin structure change 481 
that occurs in one or more samples, but that is not consistently shared among replicates (Figure 482 
4B). We detected 64 genomic locations where these random epimutations occurred, very often 483 
with multiple changes in the same region: 60 changes in H3K4me3, 9 in H3K27ac, 6 in H3K27me3, 484 
and 5 in H4K20me1. We identified that 79.7% of the differences were in transcribed regions 485 
(details available in Supplementary File 4). We detected these epimutations by comparing 486 
samples one by one on Diffbind results (Supplementary File 5), and verifying them through the 487 
same visual inspection as for type 1 epimutations. We noted that for the two replicates of 488 
genotype Fb in the allopatric condition, we systematically found several hundreds of random 489 
epimutation for the four histone isoforms. We believe that this is due to a technical issue leading 490 
to higher background in these ChIP-Seq libraries, which is consistent with our visual inspection. 491 
 492 

Page 12 of 32Molecular Ecology



For Review Only

 13

We also looked for genotype related epimutations (type 3), i.e. chromatin structure changes that 493 
are identical in both environmental conditions, but different when comparing cercariae of 494 
genotype Fa and Fb (Figure 4C). After visual inspection (same as type 1 & 2), we observed a total 495 
of 64 genomic locations with chromatin structure differences between the two genotypes, often 496 
with two or more marks changing: 39 differences for H4K20me2, 41 for H3K4me3, 38 for H3K27ac 497 
and 42 for H3K27me3. 73.4% of the changes between Fa and Fb are in transcribed genomic 498 
regions. BED files are available as Supplementary File 5. 499 
 500 

Spontaneous epimutations, but not host-induced epimutations in cercariae are inherited to 501 
adults 502 
By infecting mice with some of the cercariae collected from each sympatric and allopatric snail, we 503 
produced adult worms and investigated if the different types of epimutations we had spotted in 504 
cercariae were transmitted to the next developmental stage. None of the type 1 chromatin 505 
structure changes, shared by all replicates, where maintained in adults. However, Diffbind 506 
heatmaps (with the exception of H3K4me3) still show differences between adults developed from 507 
cercariae that have experienced either the sympatric or allopatric condition (Figure 3B), regardless 508 
of the genotype (Fa or Fb). With the exception of H3K27me3, PCA of adults separate adults by the 509 
environmental condition they experienced as cercariae (Supplementary Figure 4A). While host-510 
induced epimutations were not inherited sensu stricto from cercariae to adults, the developmental 511 
trajectory was altered, resulting in different chromatin profiles between adults from allopatric or 512 
sympatric origin (Figure 3A and 3B; Supplementary Figure 4A and 4B). 513 
 514 
Since we had replicates for genetically identical clones Fb, we investigated whether spontaneous 515 
epimutation (type 2) would be transmitted to the corresponding adults. Indeed, 45% of the sites 516 
with epimutations have the same chromatin structure in adults: 29 differences in H3K4me3, 3 in 517 
H3K27ac, 5 in H3K27me3 but none in H4K20me1 were heritable sensu stricto, i.e. they had 518 
occurred in the sporocysts and were maintained in cercariae and adults. 519 
 520 
We found genotype-associated epimutations to be most mitotically heritable. Roughly 77% of the 521 
genomic locations with epimutations between Fa and Fb cercariae were found to be identical in 522 
adults. It corresponds to 31 changes in H3K4me3, 23 in H3K27ac, 24 in H3K27me3 and in 30 523 
H4K20me1. 524 
 525 
We then used the average number of peaks detected by PeakRanger (Supplementary File 3) to 526 
calculate frequency and heritability of histonic epimutations. Environmentally triggered 527 
epimutations (type 1) occur at a frequency of 4.2x10-3 (H3K4me3), 1.2x10-3 (H3K27ac), 8.9x10-5 528 
(H3K27me3), and 1.7x10-4 (H4K20me1). Random epimutations (type 2) are observed in the same 529 
order of magnitude: 5x10-3 (H3K4me3), 1x10-3 (H3K27ac), 2.7x10-4 (H3K27me3), and 2.9x10-3 530 
(H4K20me1). As mentioned above, heritability of type 1 epimutations is 0 (reversibility = 1). In 531 
contrast, heritability of type 2 epimutations reaches up to 0.83. In summary, frequency and 532 
heritability of histonic epimutations depends on the chemical nature of the modification and their 533 
type. Mean frequency is in the 10-3 order of magnitude. 534 
 535 
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Based on their locations, epimutations for the different histone marks were manually compiled 536 
into a single table for further analysis (Supplementary File 4). 537 
 538 

Negligible chromatin structure changes occur around repetitive elements 539 
Mapping our ChIP-Seq library over the 3,145 identified repetitive sequences of S. mansoni genome 540 
and analyzing the read counts between samples, we did not find any differences present in all 541 
replicates of an environmental condition in cercariae or adults. Only when we compared 542 
environmental conditions within a single genotype, or between genotypes in the same conditions, 543 
we detected changes in 21 repetitive elements (17 of which being transposable elements). Only a 544 
single histone mark was modified in these 21 repetitive elements. None of the histone marks were 545 
systematically changed and we found no heritability of the changes from cercariae to adults 546 
(Supplementary File 6).  547 
 548 

Chromatin structure changes are not associated with specific pathways or molecular/biological 549 
functions 550 
After having established that chromatin architecture changes upon exposure to a different 551 
environment and that this occurs primarily in regions of the genome that contain genes, we 552 
wondered whether a phenotype was associated with these epimutations. GO enrichment analysis 553 
was done for all the transcribed regions of the genome where chromatin structure changes were 554 
detected (host-induced, spontaneous and genotype-associated epimutations). No specific 555 
pathway or enrichment in molecular or biological functions was observed in any type of 556 
comparison. STRING analysis showed that Smp_016630 (Trimeric G-protein alpha o subunit), 557 
Smp_141980 (cAMP-specific 3,5-cyclic phosphodiesterase) and Smp_147260 (Ras-like) could 558 
potentially interact in a signaling pathway. All three genes have environmentally triggered 559 
complex epimutations (Supplementary File 4).  560 
 561 
Next, we exposed miracidia for three generations to the allopatric host, extracted RNA from the 562 
resulting cercariae and compared their RNA profile to cercariae produced in sympatric conditions. 563 
We had earlier shown that transcription is stalled in cercariae (Roquis et al. 2015) and we 564 
expected only small differences in RNA profiles. We compared the RNA levels of genes at or close 565 
to the type 1 epimutations using the three generations as biological replicates (Supplementary 566 
File 7). Differences in RNA levels of epimutated genes were moderate with a few exceptions: 567 
Smp_130050 codes probably for a PDZ domain containing RING finger protein and its RNA is 3-5 568 
fold overrepresented in allopatric cercariae. Smp_151290 codes for a putative multidrug and toxin 569 
extrusion protein 2 and its RNA is 2.5 times enriched in cercariae from allopatric hosts. 570 
Smp_015630 (Glutamate-gated chloride channel subunit) is threefold underrepresented in 571 
allopatric cercariae. 572 
 573 
We also identified genes with strong differences i.e. adjusted p-value < 0.01, and/or 10 fold 574 
overrepresentation in one of the conditions (Supplementary File 8). For these genes we verified 575 
chromatin structure in cercariae and adults. None of the genes were in the regions that we had 576 
qualified as epimutated. However, it is noteworthy that 80% (50 of 62) of these genes do not 577 
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contain a canonical H3K4me3 peak at the TSS. This is two times higher than the genome average. 578 
It could therefore be that with the antibody combination we used we did not capture the 579 
chromatin structure of these genes. We also noticed subtle differences in the extent and position 580 
of chromatin states 1 to 5 (Supplementary Figure 6).  We would have considered this as random 581 
noise but in some cases the chromatin state profile was faithfully inherited to the adults, 582 
suggesting that these small differences are stable and might have an impact on gene expression.  583 
 584 

Discussion 585 
 586 
In this experiment we set out to investigate the impact of the environment on the genome and epigenome 587 
of S. mansoni larvae. The environment could be (i) a selective agent, (ii) could induce specific mutations 588 
and/or epimutations, and (iii) could change mutation and/or epimutation rate, or (iv) might have no effect. 589 
The two S. mansoni genotypes we used in this study (Fa and Fb) come from the same inbred 590 
population. Nucleotide diversity is 0.0004% based on SNP, but they show relatively strong 591 
differences on the level of CNV (0.2% of the genome). We also found that they bear epigenetic 592 
differences. Here, we considered genotype-associated epimutations as chromatin structure 593 
changes present within a genotype in both allopatric and sympatric condition, but absent in the 594 
other genotype. We observed 64 of these differences (FDR ≤ 0.1, p≤1x10-5 and after visual 595 
inspection). The majority (73.4%) of epimutations are in transcribed regions in cercariae, which is 596 
similar to what we observed with spontaneous and induced epimutations. In at least two striking 597 
cases that we investigated, genotype associated epimutations were linked to CNV. In the case of 598 
clone Fa, there is an important CNV difference between cercariae emitted from sympatric and 599 
allopatric snails, and could be a result of the environment, although without replicates for this 600 
genotype we cannot assess it without doubt. It has been previously observed (Skinner et al. 2015) 601 
that environmentally induced epimutations can lead to genetic mutation and CNV. We noticed 602 
that the CNV were clustered (Supplementary File 1). Centromere positions on S. mansoni genome 603 
are not mapped to the genome, and it is also possible that these CNV clusters are located in 604 
pericentromeric regions, which are hotspots of segmental duplications and prone to generate CNV 605 
(Makino et al. 2013). Apparition of these CNV could also possibly explain some of the genetic 606 
heterogeneity between S. mansoni clonal sporocysts observed before (Bayne & Grevelding 2003). 607 
 608 
We then looked at environmentally triggered epigenetic changes, i.e. epimutations that occur in 609 
all the samples of a given mollusk condition. We found a total of 51 genomic regions, where at 610 
least one histone mark is different in all three cercariae samples emitted from sympatric and 611 
allopatric mollusks. Changes were often subtle (peaks of low intensities compared to neighbor 612 
peaks). As we used whole organisms for ChIP-Seq, there is the possibility that these changes only 613 
reflect a small subset of cells or tissues within cercariae. No gene pathway or gene ontology term 614 
enrichments were uncovered in genes spanning induced epimutations, and none of these 615 
epimutations were transmitted to adults. This type of ephemeral epigenetic change in response to 616 
an environmental stimulus is reminiscent of what was found for instance in smokers and former 617 
smokers where roughly a dozen CpG sites change their methylation status but revert progressively 618 
to normal when smoking was abandoned (Wan et al. 2012; Elliott et al. 2014).  619 
 620 
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No major chromatin remodeling was observed in the 3,145 known repetitive sequences of the S. 621 
mansoni genome, and although some of the epigenetic differences are located in transposable 622 
elements, we did not detect new insertion sites. Transposable elements movement is known to 623 
generate new genetic, epigenetic and phenotypic diversity in other works (Biemont 2010; Fedoroff 624 
2012; Holoch & Moazed 2015), but they do not play a major role in this study. 625 
 626 
Subsequently, we investigated the presence of spontaneous (type 2) epimutations through the 627 
genome of cercariae. We first detected type 2 epimutations through comparison of replicates of 628 
clone Fb. Sixty-four sites on the genome showed random epimutation, and 45% of them 629 
maintained their epimutated chromatin structure at the adult stage. Our data suggest that a 630 
change of the environment has an impact on epimutations since chromatin profiles of cercariae 631 
emitted from BgGua (and the resulting adults) present more differences between samples (as 632 
observed from the PCA on Supplementary Figure 4A and 4B) than chromatin profiles of cercariae 633 
and adults emitted from BgBre. We had shown before that S. mansoni worms exposed transiently 634 
to hycanthone, an antimelminth drug, possess 57 days later a characteristic chromatin profile 635 
different from unexposed worms (Roquis et al. 2013). At that time, we were not able to tell if the 636 
drug directly induced the different profiles, or if it acted as a selection agent, killing most of the 637 
parasites in the population, except those with a pre-existing distinct chromatin structure. In light 638 
of our new findings we are now in favor of the hypothesis that random epimutations had occurred 639 
prior to the drug exposure, and had produced in some individuals a resistant phenotype to the 640 
treatment. 641 
 642 
The average frequency of histone modification based epimutations in our system is about 10-3. 643 
This is one order of magnitude higher than what was reported for DNA methylation based 644 
epimutations in CpG pairs (Schmitz et al. 2011; van der Graaf et al. 2015). In this issue, Kronholm & 645 
Collins (2015) underline the importance of stability of epimutations for adaptive evolution. We 646 
show that heritability (i.e. stability) depends strongly on the type of epimutation and that for most 647 
of the detected epimutations reversion is actually above the threshold of 10-1 that Kronholm and 648 
Collins define as the reversion rate that limits the adaptive effect of epimutations. In other words, 649 
our data support the view that in S. mansoni epimutations do not contribute to adaptive walks, 650 
unless they provide a strong fitness gain.  651 
 652 
Schistosoma mansoni proves to be an interesting model for this kind of epigenetic studies, due to 653 
its ecological/healthcare importance, the possibility to generate clones, and different 654 
phenotypically distinct developmental stages allowing to observe mitotic inheritance of 655 
epimutations. However, one of the caveats of this organism is its small size, making it impossible 656 
at the moment to perform ChIP-Seq on specific tissues or individuals (we needed at least 5,000 657 
cercariae for our experiments). It means that we can only observe epimutations that are present 658 
in most of the cells and most individuals in the pools. Tissue-specific epimutations, as well as rare 659 
epimutations within the clone population, cannot be detected. Conversely, this also means that 660 
the chromatin structure changes we observed concern the majority of cells and individuals in our 661 
pools, and hence are more likely to have a significant adaptive impact. We also keep in mind that 662 
our sample size (three for each environmental condition and developmental stage) is small, and 663 
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more replicates, from the same and new genotypes, need to be done in order to strengthen our 664 
findings. 665 
 666 

Conclusion 667 
In conclusion, our findings indicate that in S. mansoni sporocysts, there are two major sources of 668 
mitotically heritable variation: CNV and spontaneous epimutations. This means that at least in our 669 
biological model (i) epimutations occur at appreciably frequency and since they are 670 
overrepresented in coding regions they can have an impact on gene expression, and (ii) that CNV 671 
occur at the same order of magnitude as epimutations, potentially contributing as much as the 672 
latter to phenotypic variation. We could not fully answer the question whether or not 673 
environmental changes increase epimutations. That means that at least for S. mansoni theoretical 674 
models in which epimutations serve to produce phenotypic variants that explore the fitness 675 
landscape for invariant genotypes (e.g. Klironomos et al. 2013) are fully applicable but future 676 
models must include CNV and must take into account the high reversion rate of histone-based 677 
epimutations.  678 
 679 
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Figure legends 688 
 689 
Figure 1: Experimental procedure for the sporocyst grafts. Brazilian mollusks (BgBre) were 690 
infected with a single miracidium of the sympatric strain of S. mansoni (SmBre). Thirthy days later, 691 
secondary sporocysts were surgically removed from the infected mollusks and grafted in several 692 
sympatric (BgBre) and guadeloupean allopatric (BgGua) mollusks. Emitted cercariae were 693 
collected for chromatin immunoprecipitations followed by sequencing (ChIP-Seq) and infection of 694 
mice to obtain adult worms. Adult worms were recovered for ChIP-Seq and paired-end DNA 695 
sequencing. The experiment was performed twice, with two different genotypes of the parasite 696 
(Fa and Fb). In Fb genotype, two replicates were done in sympatric and allopatric conditions. 697 
 698 
Figure 2: Five different chromatin states (“colors”) as identified by EpiCSeg in cercariae. (A) 699 
Composition in histone marks of the five chromatin states. Color code of the states is used in all 700 
other parts of this figure. (B) Proportion of the genome covered by each state in cercariae. 701 
Enrichment for each state around gene bodies (C), at transcription start site (TSS) (D) and 702 
transcription end site (TES) (E) of cercariae. Enrichment profiles were done on 2,428 genes longer 703 
than 5 kb. Results for adults are very similar and shown in Supplementary Figure 2. 704 
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 705 
Figure 3: Heatmaps for the four studied histone marks in cercariae (A) and adults (B). Only sites 706 
with statistically significant differences (epimutations) were used. Red bars highlight conserved 707 
changes. Red snail symbols represent sympatric host B. glabrata BgBre, blue snail symbols stand 708 
for allopatric snail host BgGua. Cercariae sample GuaFb5 for H3K4me3 was excluded from analysis 709 
(see methods). 710 
 711 
Figure 4: Typical examples of epimutations. (A) environmentally dependent epimutations (green 712 
frame) in H3K4me3 (blue profile) and H3K27ac (red profile): there are differences in all three 713 
samples Fa and two replicates Fb between sympatric and allopatric cercariae. (B) Random 714 
epimutations in H3K4me3, present in cercariae in three samples and transmitted to adult worms 715 
in corresponding three samples. (C) genotype-associated epimutations in H3K4me3, H3K27ac, 716 
H3K27me3 and H4K20me1 between genotypes Fa and Fb in sympatric condition. The track Ref. 717 
transcriptome S. mansoni displays transcripts (exons as blocks and introns as arrows) deduced 718 
from RNA-Seq data in cercariae. 719 
 720 
Supplementary Figure 1: Life cycle of the parasite Schistoma mansoni. The endoparasites infect 721 
two hosts, (1) a mollusk intermediate host (Biomphalaria genus) in which it multiplies asexually as 722 
sporocysts and then cercariae, and (2) a vertebrate definitive host (primate or rodent) in which 723 
adult worms reproduce sexually. Two types of free-swimming larvae, miracidia and cercariae, are 724 
the infective form for the mollusk and vertebrate hosts, respectively. Eggs laid by adult worm 725 
couples in the mesenteric vein of the vertebrate host can go through the intestine wall to be 726 
excreted in the feces, and hatch in contact with freshwater. 727 
 728 
Supplementary Figure 2: ChIP titration, using the same amount of S. mansoni chromatin 729 
(equivalent to 20 adult worms) and an increasing amount of antibody. Percentage of input 730 
recovery of chromatin was measured by qPCR on two housekeeping genes, alpha tubulin and 28S, 731 
as described in (Cosseau et al. 2009). Titrations were done to measure the efficiency of 732 
immunoprecipitation for antibody H3K27ac Abcam cat# ab4729 lot# GR-150-367-2 (A and B) and 733 
H4K20me1 Abcam, cat# ab9051 lot# GR158874-1 (B and C). 734 
 735 
Supplementary Figure 3: Five different chromatin states (“colors”) as identified by EpiCSeg in 736 
adults. (A) Composition in histone marks of the five chromatin states. Color code of the states is 737 
used in all other parts of this figure. (B) Proportion of the genome covered by each state in adults. 738 
Enrichment for each state around gene bodies (C), at transcription start site (TSS) (D) and 739 
transcription end site (TES) (E) of adult worms. Enrichment profiles were done on 2,428 genes 740 
longer than 5 kb. 741 
 742 
Supplementary Figure 4: Principal Component Analysis (PCA) for the four studied histone marks in 743 
cercariae (A) and adults (B). Only sites with statistically significant differences (épimutations) were 744 
used. Blue circles (Bre) represent cercariae and adults from sympatric conditions (SmBre in BgBre), 745 
magenta (Gua) the allopatric conditions (SmBre in BgGua). Cercariae sample GuaFb5 for H3K4me3 746 
was excluded from analysis (see methods). 747 
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 748 
Supplementary Figure 5: Examples of two regions (A and B) that were identified as epimutations 749 
(displayed by the red boxes) by DiffBind but did not pass the visual inspection. 750 
 751 
Supplementary Figure 6: Example of a region that was not identified as epimutated by DiffBind 752 
but shows differences based on EpiCSeg chromatin “colors”, judged by visual inspection. The 753 
associated gene is differentially expressed and chromatin states are transmitted to adults. 754 
 755 
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Table 1a: Amount of copy number variations (CNV) as a function of condition 

CNV number / heritable CNV (in %) 
Cercariae SmBre 
Fa from BgBre 

Adults SmBre Fa 
from BgBre 

Cercariae SmBre Fb(2) 
from BgBre 

Adults SmBre Fb(2) 
from BgBre 

Cercariae SmBre Fa from BgGua 105    
Adults SmBre Fa from BgGua  97 / 12 (12.4%)   

Cercariae SmBre Fb(5) from BgGua   64  
Adults SmBRE Fb(5) from BgGUA    58 / 9 (15.5%) 

 
Table 1b: Amount of copy number variations (CNV) as a function of genotype 

Total CNV number 
Cercariae SmBre 
Fb(2) from BgBre 

Adults SmBre Fb(2) 
from BgBre 

Cercariae SmBre Fb(5) 
from BgGua 

Adults SmBre Fb(5) 
from BgGua 

Cercariae SmBre Fb(4) from BgBre 67    
Adults SmBre Fb(4) from BgBre  42   

Cercariae SmBre Fb(8) from BgGua   72  
Adults SmBre Fb(8) from BgGua    63 
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Supplementary Figure 1: Life cycle of the parasite Schistoma mansoni. The endoparasites infect two hosts, (1) 
a mollusk intermediate host (Biomphalaria genus) in which it multiplies asexually as sporocysts and then 
cercariae, and (2) a vertebrate definitive host (primate or rodent) in which adult worms reproduce sexually. 
Two types of free-swimming larvae, miracidia and cercariae, are the infective form for the mollusk and 
vertebrate hosts, respectively. Eggs laid by adult worm couples in the mesenteric vein of the vertebrate host 
can go through the intestine wall to be excreted in the feces, and hatch in contact with freshwater. 
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Supplementary Figure 2: ChIP titration, using the same amount of S. mansoni chromatin (equivalent to 20 
adult worms) and an increasing amount of antibody. Percentage of input recovery of chromatin was measured 
by qPCR on two housekeeping genes, alpha tubulin and 28S, as described in (Cosseau et al. 2009). Titrations 
were done to measure the efficiency of immunoprecipitation for antibody H3K27ac Abcam cat# ab4729 lot# 
GR-150-367-2 (A and B) and H4K20me1 Abcam, cat# ab9051 lot# GR158874-1 (B and C). 

 

 
Supplementary Figure 3: Chromatin states identified by EpiCSeg in adults. (A) Composition in histone marks 
of the states. Color code of the states are used throughout of the figure. (B) Proportion of the genome covered 
by each state in adults. Enrichment for each state around gene bodies (C), transcription start site (TSS) (D) and 
transcription end site (TES) (E) of adults. Enrichment profiles were done on 2,428 genes longer than 5 kb. 
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Supplementary Figure 4: Principal Component Analysis (PCA) for the four studied histone marks in cercariae 
(A) and adults (B). Only sites with statistically significant differences (epimutations) were used. Blue circles (Bre) 
represent sympatric cercariae and adults (SmBre in BgBre), magenta (Gua) the allopatric conditions (SmBre in 
BgGua). Cercariae sample GuaFb5 for H3K4me3 was excluded from analysis (see methods). 
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Supplementary Figure 5: Examples of two regions (A and B) that were identified as epimutations (displayed 
by the red boxes) by DiffBind but did not pass the visual inspection. 

 

 

Supplementary Figure 6: Example of a region that was not identified as epimutated by DiffBind but shows 
differences based on EpiCSeg chromatin “colors”, judged by visual inspection. The associated gene (putative 
mitochondrial import inner membrane translocase) is expressed thirten fold in cercariae from allopatric hosts. 
Small changes in extent of chromatin states 1 and 5 between sympatric and allopatric hoststs are faithfully 
transmitted from cercariae to adults 

A

B

Supplementary	Figure	5
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Supplementary File 3: PeakRanger results (number of peaks)

(A) Adults
Bre_Fa_1 Bre_Fb_2 Bre_Fb_4 Gua_Fa_1 Gua_Fb_5 Gua_Fb_8 average SD

H3K4me3 7 946 7 928 8 400 7 983 8 946 9 062 8 378 517
H3K27ac 14 517 14 161 8 796 13 095 39 646 4 983 15 866 12 217
H3K27me3 22 106 27 755 21 193 14 830 22 261 16 558 20 784 4 604
H4K20me1 6 600 9 979 8 935 3 725 31 402 6 408 11 175 10 146

(B) Cercariae
Bre_Fa_1 Bre_Fb_2 Bre_Fb_4 Gua_Fa_1 Gua_Fb_5 Gua_Fb_8 average SD

H3K4me3 11 726 12 734 12 316 14 827 8 228 11 971 11 967 2 141
H3K27ac 5 358 10 485 2 911 15 039 6 855 14 014 9 110 4 872
H3K27me3 32 205 32 554 18 713 12 616 9 959 28 560 22 435 10 013
H4K20me1 21 262 27 781 14 062 10 756 12 254 18 300 17 403 6 407

Supplementary File 4: (A) Summary

Environmentally triggered Genotype specific Random
Total changes 51 64 64

% Changes in transcribed regions 76,50% 73,40% 79,70%

% Changes at TSS 17,6% 37,5% 37,5%
% Changes at TES 5,9% 12,5% 3,1%
% Changes in Exons 11,8% 1,6% 10,9%
% Changes in Introns 37,3% 14,1% 18,8%
% Changes in promoters (2 kb upstream of TSS) 5,9% 7,8% 9,4%
% Changes in intergenic regions 21,6% 26,6% 20,3%

% of sites including a change in H3K4me3 100% 67,2% 93,80%

% transmitted to adults 0 76,60% 45,3%
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Supplementary File 6: Repeated regions with histone mark enrichment between two samples

H3K4me3 Cercariae Bre Fa vs Cercariae Bre Fb
id Mapped reads BreFa Mapped reads BreFb foldChange Adjusted P-value
smr_8345_LTR (Transposable element) 168.575566522346 7.37746142090756 0.0437635273788603 5.99597209896279e-13
smr_1489_DNA  (Transposable element) 152.709630849654 12.3318155001657 0.0807533580662415 6.52464456454301e-09
smr_2544_LINE/SmTRC1  (Transposable element) 529.525603076074 1227.44231330911 2.31800371158402 7.54353075877091e-05

H327Ac Cercariae Bre Fa vs Cercariae Gua Fa
id Mapped reads BreFa Mapped reads GuaFa foldChange Adjusted P-value
Sm_alphaT2  (Transposable element) 21092.1837344947 15693.8236536715 0.744058740015876 0.000600555710397419

H327Ac Adult Bre Fa vs Adult Gua Fa
id Mapped reads BreFa Mapped reads GuaFa foldChange Adjusted P-value
W12|smr_315|HQ880216_SINE/W1  (Transposable element) 11868.9034552649 15481.2743816274 1.30435591122448 0.00086240684330716

H3K27me3 Adult Bre Fb vs Adult Gua Fb
id Mapped reads BreFb Mapped reads GuaFb foldChange Adjusted P-value
mr_2735_LTR  (Transposable element) 945.095644481777 1304.25357231057 1.3800228367635 0.00225352808118762
smr_155_DNA/R2A_Nvi  (Transposable element) 800.910151706166 1126.39558032615 1.40639443503945 0.00225352808118762
Sm_SR-A3  (Transposable element) 8567.07259420203 10708.7596085489 1.24999052953005 0.0191533762383679
Sm_SR2-A2 (Transposable element) 7989.72854654144 9985.80522989845 1.24983035052187 0.0191533762383679
R=130 3503.66522550793 4408.32669841616 1.25820431310673 0.0224367645896618
R=66 14168.8340832001 17407.3868596808 1.22856875572568 0.0362059871159524
smr_6170_DNA  (Transposable element) 78.9491387639623 34.7062710805241 0.439602909213322 0.0362059871159524

H327me3 Cercariae Bre Fa vs Cercariae Gua Fa
id Mapped reads BreFa Mapped reads GuaFa foldChange Adjusted P-value
R=95 36205.2695200101 18644.175031674 0.51495749869697 0.00188836992602314
smr_80_LTR/SSU-rRNA_Dme  (Transposable element) 1259.30495503892 606.000156631175 0.481217956148236 0.0086387844637136
smr_7429_DNA  (Transposable element) 685.610383848251 308.455071542218 0.449898482883086 0.0134634060921523

H3K27me3 Cercariae Bre Fa vs Cercariae Bre Fb
id Mapped reads BreFa Mapped reads BreFb foldChange Adjusted P-value
smr_7429_DNA  (Transposable element) 684.950007002065 419.477918809196 0.612421219827699 0.00209361203740669
smr_6364_LTR/TE-X-5_DR  (Transposable element) 466.370372414642 724.307528685758 1.55307363316336 0.00651404624923826
W35|smr_3102|HQ880241_LTR  (Transposable element) 1542.14479517671 2031.09338519188 1.31705751077618 0.00997332880011734
R=882 845.107435109901 583.072548323701 0.689938964089076 0.0191360370104062

H4K20me1 Adult Bre Fb vs Adult Gua Fb
id Mapped reads BreFb Mapped reads GuaFb foldChange Adjusted P-value
smr_141_LTR/Helitron-2_SP  (Transposable element) 229.524273357507 106.595973959637 0.46442135465822 5.91869595932002e-05
smr_4807_LTR  (Transposable element) 344.843921899071 182.501057925718 0.529227996598217 0.000557501643399156
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IV.3. Résultats et discussion supplémentaires non publiés 

IV.3.1. Effet de la souche de B. glabrata sur le succès de greffe 

Lors de l’expérience de greffe de sporocystes, une quinzaine de mollusques BgBre 

et BgGua ont été greffés pour chacun des deux génotypes du parasite (Fa et Fb). Deux 

mois plus tard, les mollusques ont été criblés pour estimer le succès de greffe. Il a été 

remarqué dans notre échantillon que la technique de greffe présentait de meilleurs 

résultats chez les mollusques allopatriques BgGua (Tableau 1). Cette observation s’est 

montrée statistiquement significative lors d’un test exact de Fisher (p-value = 0,036).  

Tableau 1 : Efficacité des greffes de sporocystes et de l’infection des hôtes vertébrés. 

Génotype      
S. mansoni  

B. glabrata Bre B. glabrata Gua Adultes obtenus des souris 

Infecté Non infecté Infecté Non infecté De BgBre de BgGua 

Femelle A (Fa) 1 13 6 10 17 30 
Femelle B (Fa) 5 10 9 8 171 405 

Total 6 23 15 18 188 435 

 

La technique de greffe a été employée dans les années 80 pour maintenir des 

clones mâles ou femelles sur une longue période. À l’époque, il n’était pas encore possible 

de faire la détermination sexuelle de clones cercaires par PCR sur des marqueurs 

génétiques comme c’est le cas maintenant (Beltran et al. 2008). Comme seuls les vers 

adultes présentent un dimorphisme sexuel, il fallait infecter des souris avec les cercaires 

issues d’une infection mono-miracidiale et les perfuser 30 jours plus tard pour déterminer le 

sexe (Duvall & DeWitt 1967). La greffe de sporocystes permettait alors de conserver les 

clones mâles et femelles en les greffant de mollusques en mollusques de quinze à vingt 

fois (Anne Rognon, communication personnelle). Les greffes d’une souche de mollusque 

vers une autre n’avaient jamais été expérimentées. Lors d’une infection classique avec 

SmBre, la prévalence sur les mollusques sympatriques BgBre est de 50-100% et de 30-85% 

en allopatrique sur Bgua, en fonction du nombre de miracidia utilisés (Theron et al. 2014). 

En nous basant sur ces chiffres, nous présumions que le succès serait moindre en greffant 

un sporocyste développé sur un mollusque sympatrique vers un mollusque allopatrique. 

Comme on peut l’observer dans le Tableau 1, l’inverse s’est produit. Un seul échantillon de 

mollusques greffés incite toutefois à rester prudent sur la généralité de cette observation. 

Nous n’avons pas effectué d’expériences supplémentaires pour mieux comprendre ce 

phénomène, mais nous avons soulevé une hypothèse. En conditions naturelles, la 
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compatibilité entre S. mansoni et B. glabrata implique de nombreuses interactions 

moléculaires entre des produits de sécrétions libérés immédiatement après la pénétration 

du miracidium (ex : Schistosoma mansoni Polymorphic Mucins, SmPoMucs), et des 

molécules de reconnaissance présentes dans l’hôte (ex : Fibrinogen RElated Proteins, 

FREPS) (Guillou et al. 2007; Roger et al. 2008). Ces produits de secrétions et ces 

interactions jouent un rôle crucial dans le succès ou l’échec de l’infection. Les sporocystes 

greffés ne libèrent pas ces produits de sécrétions tels que le feraient des miracidia (Guillou 

et al. 2007) et la reconnaissance du pathogène se déroule en impliquant probablement 

d’autres mécanismes, qui, à notre connaissance, n’ont pas été étudiés. Cependant, des 

travaux du laboratoire ont montré que les mollusques BgGua produisent naturellement 

moins d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Guillou et al. 2007) et moins de lectines 

(Richard Gallinier, communication personnelle), deux types de molécules impliquées dans la 

destruction du parasite, que les BgBre. Il est donc envisageable que cette différence 

moléculaire explique le meilleur succès de greffe chez les BgGua. Il pourrait aussi s’agir 

simplement d’une différence physiologique, par exemple une différence souche spécifique 

au niveau de la cicatrisation des tissus du mollusque après la greffe qui aurait un impact sur 

l’implantation du sporocyste.  

Le passage par l’hôte intermédiaire semble avoir un effet sur l’intensité de l’infection 

chez l’hôte vertébré. Pour les deux génotypes du parasite (Fa & Fb), et les deux conditions 

environnementales (allopatrique et sympatrique), trois souris ont été infectées par 300 

cercaires. Bien qu’il n’y ait pas de significativité statistique, on remarque une tendance lors 

des infections des hôtes vertébrés (M. musculus) à obtenir plus de vers adultes à partir des 

cercaires issues des hôtes allopatriques. On peut émettre l’hypothèse que les sporocystes 

et cercaires issues des mollusques BgGua, ayant des mécanismes de défenses moins 

importants que les BgBre (ROS et lectines), investissent moins de ressources dans leur 

survie dans l’hôte intermédiaires et plus dans des mécanismes leur offrant un meilleur 

succès d’infection chez l’hôte vertébré. On peut également proposer l’hypothèse que la 

pénétration dans l’hôte intermédiaire soit le filtre le plus important pour l’infection de l’hôte 

intermédiaire, et qu’une fois la pénétration réussie (naturellement ou artificiellement par la 

greffe), le développement suit son cours normal. 
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IV.3.2. Effet du génotype du parasite sur l’intensité de l’infection chez la souris 

Toujours dans le Tableau 1, on observe une différence marquante de l’intensité de 

l’infection (nombre de vers adultes récoltés) chez l’hôte vertébré entre les génotypes Fa et 

Fb. Douze fois plus de schistosomes adultes ont été récupérés pour le génotype Fb. 

Encore une fois, avec un seul échantillon, il est risqué de généraliser, mais cette tendance 

est intéressante. Comme nous disposons des génomes et d’une partie des épigénomes 

(pour quatre modifications d’histones), cela ouvre la perspective d’étudier plus en détail 

quels pourraient être les déterminants moléculaires impliqués dans le succès d’infection de 

l’hôte vertébré. Une meilleure caractérisation des gènes associés aux différences 

épigénétiques entre les deux génotypes est en cours. Les différences génétiques ont été 

identifiées et sont ponctuelles à l’exception des modifications du nombre de copies (CNV) 

observées sur des locus spécifiques (cf. article soumis dans Molecular Ecology), ce qui 

offre déjà des régions candidates à étudier. 

 

IV.4. Perspectives 

Ces travaux ont montré que certaines marques épigénétiques (celles étant aléatoires 

ou reliées au génotype) peuvent être héritées somatiquement entre les stades cercaires et 

adultes. Dans la continuité de cette étude d’héritabilité, j’ai refait une expérience de greffe 

de sporocystes, encore une fois en regardant le développement de SmBre dans des 

mollusques BgBre et BgGua. Cette fois-ci, j’ai utilisé un génotype mâle et un genotype 

femelle, de manière à pouvoir obtenir une descendance sexuée. Dans cette expérience, j’ai 

récolté cercaires, adultes (mâles et femelles séparément) et miracidia. Ces échantillons 

biologiques pourront être utilisés par le laboratoire pour mieux caractériser de possibles 

différences épigénétiques entre femelles et mâles (aux stades cercaires et adultes), et 

observer dans quelle mesure des épimutations chez cercaires et adultes peuvent être 

transmises aux miracidia.  

Si elle n’est pas écologiquement réaliste, la greffe de sporocystes offre une bonne 

opportunité d’observer comment l’épigénome de S. mansoni évolue lorsqu’il se développe 

dans hôtes de souches distinctes. Cette technique me semble prometteuse pour étudier 

plus en détail les interactions et la compatibilité entre le parasite et son hôte intermédiaire. 
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Lors des expériences de compatibilité, pour mesurer la prévalence ou l’intensité par 

exemple (comme dans Theron et al. (2014)), la compatibilité n’est jamais totale en infections 

mono-miracidiales. En fonction des souches de parasites et de mollusques utilisés, une 

certaine proportion de mollusques reste non-infectée. S’il est éventuellement possible 

d’arriver à identifier les déterminants permettant la compatibilité chez les deux partenaires, 

lorsque l’infection échoue, on ne peut pas regarder du côté du parasite incompatible (vu 

que les miracidia ne sont pas clonaux et qu’on ne peut pas à la fois comparer leur 

génome/epigénome et les utiliser dans une infection). En suivant la logique des hypothèses 

classiques de compatibilité S. mansoni / B. glabrata, (Roger et al. 2008; Moné et al. 2010; 

Mitta et al. 2012), on peut supposer qu’un même miracidia a un potentiel d’infection qui 

varie en fonction de sa souche et de la souche de l’hôte intermédiaire. Un miracidia ne peut 

pas être utilisé pour infecter deux mollusques différents, mais je pense envisageable 

d’utiliser la greffe de sporocyste comme un proxy à cet effet.  

Dans le travail présenté dans ce chapitre, l’étape limitante des analyses a été la 

comparaison des profils épigénétiques entre conditions environnementales, génotypes et 

individus. À l’heure actuelle, les logiciels permettant ce type d’analyses sont peu nombreux 

et encore assez expérimentaux. Dans ce contexte, j’effectue une collaboration avec Aaron 

Taudt et le groupe de Maria-Colomé Tatché (Laboratory of Quantitative Epigenetics, 

Groningen, Pays-Bas) pour tester un logiciel de leur conception sur mes données. Ce 

logiciel est encore en développement, mais donne des résultats prometteurs. Nous 

sommes actuellement en train de procéder à une caractérisation de la structure 

chromatinienne chez cercaires et adultes, avec une résolution beaucoup plus fine que ce 

qui a été présenté dans le chapitre II de ce manuscrit. Nous espérons publier un article sur 

ces travaux au cours de l’année 2016. 
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V.1. Mise en contexte 

Le projet d’étude de la thermotolérance sur le corail tropical P. damicornis a été initié 

(et est toujours coordonné) par Jérémie Vidal-Dupiol, en 2008. Dans cette expérience, des 

boutures de coraux issus d’une même colonie mère (donc en théorie, génétiquement 

identiques) ont été soumis à un événement annuel d’élévation de température 

écologiquement réaliste, durant trois ans (Vidal-Dupiol 2011). D’une année à l’autre, les 

coraux se sont montrés plus résistants au stress thermique, blanchissant de plus en plus 

tardivement. Au fil de l’expérience (avant, pendant et après chaque stress thermique), des 

échantillons biologiques ont été collectés pour étudier différents aspects de la réponse du 

corail aux changements de température : transcriptome, génome, épigénome et 

composition des clades de Symbiodinium dans les tissus (Figure 28). Ce projet est toujours 

en cours, et a permis le séquençage et l’annotation du génome de P. damicornis par notre 

équipe, qui devrait bientôt être publié. 

 

Figure 28 : Schéma expérimental d’induction de thermotolérance chez P. damicornis. Des colonies clonales 
saines ont été soumises à un stress thermique écologiquement réaliste induisant le blanchissement trois 
années successives. Le temps de résistance au blanchissement s’accroît après chaque stress. Les flèches 
vertes représentent les points pour lesquels l’analyse du génome (DNA-Seq) et du méthylome (BS-Seq) a été 
faite. Transcriptome (RNA-Seq) et composition en clade de Symbiodinium ont été testés aux points marqués 
par des flèches bleues, et transcriptome seul pour les flèches rouges. Photographies de Kelly Brener-Raffalli. 

 

Mon implication au sein de ce projet s’est portée sur l’optimisation des techniques 

épigénétiques sur P. damicornis. Jusqu’à aujourd’hui, il n’existe aucune publication 

présentant des résultats expérimentaux sur la structure chromatinienne des coraux 

hermatypiques, que ce soit au niveau de la méthylation de l’ADN ou des modifications 

d’histones. Il était donc nécessaire de mettre au point les techniques moléculaires 
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permettant l’étude de l’épigénome de P. damicornis. Une première étape a consisté à 

développer un protocole permettant d’isoler les noyaux des cellules de corail des 

Symbiodinium (qui sont intracellulaires). La séparation a été un succès. D’autres 

expériences ont ensuite été effectuées pour mieux caractériser la structure chromatinienne 

du corail, et il a été décidé de se concentrer sur la méthylation des cytosines plutôt que sur 

les modifications d’histones, pour des considérations techniques. L’ADN de trois réplicats 

(trois boutures, mais issues de la même colonie mère) avant le premier et troisième stress 

(Figure 28, flèches vertes) a été converti au bisulfite puis séquencé sur technologie 

Illumina. Les séquences ont été obtenues au printemps 2015 et j’ai encadré une stagiaire 

de Master I, Ariadna Picart Picolo, qui s’est très fortement impliquée dabs l’établissement 

d’un premier profil du méthylome global de P. damicornis.  

 

V.2. Publication associée 

Une synthèse décrivant la méthode permettant l’isolation des noyaux cellulaires de 

P. damicornis, et une première caractérisation de la structure chromatinienne et du 

méthylome a été faite sous forme d’article. Sa vocation est d’être un article compagnon lors 

de la publication du génome de P. damicornis, au courant de l’année 2016. Pour cette 

raison, il n’a pas été soumis à une revue scientifique pour le moment, mais est présenté ici 

sous une forme quasi-définitive. 
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Tropical coral Pocillopora damicornis has a methylome similar to 1	

other invertebrates, but displays an unusual chromatin structure 2	
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Abstract 11	

Pocillopora damicornis is a hermatypic coral with a world-wide distribution a strong 12	
ecological importance. It is threatened by anthropic perturbations, and principally global 13	
warming. Thermal stress can induce bleaching, a phenomenon in which coral polyps expel 14	
their endosymbiotic unicellular algae, and can lead to the death of entire colonies. Previous 15	
works have shown that genetically identical colonies can have different level of 16	
thermotolerance depending on the environmental conditions they previously faced. 17	
Epigenetic modifications are good candidates to explain this phenomenon. The clonal 18	
nature of a colony and the possibility of generating new genetically identical colonies 19	
through propagation make corals an attractive model to study the impact of the 20	
environment on the epigenome. However, until now, no work has been published on P. 21	
damicornis (and corals in general) epigenome. One of the main problems is caused by the 22	
intracellular location of Symbiodinium, which makes complicated to isolate coral chromatin 23	
and DNA without contamination from endiosymbiotic biological material. Here, we propose 24	
a simple method to purify P. damicornis chromatin. We also provide the first description of a 25	
coral methylome, with methylation principally in CpG context, and with a genome wide 26	
mosaic pattern. We also observe an unusual, uncharacterized chromatin structure never 27	
described before in other Cnidaria or invertebrates.   28	

 29	
1. Introduction 30	

Coral reefs are important and complex ecosystems with a worldwide distribution, 31	
principally in tropical and are subtropical latitudes. They are biodiversity hotspots, housing 32	
over 900,000 species (Hughes et al. 2002), and are central to the economy of many 33	
countries for their role in fishery and tourism (Hughes et al. 2002). Central to these 34	
ecosystems are colonial, calcifying organisms known as hermatypic corals (Cnidaria 35	
phylum). Colonies are composed of genetically identical individual, the polyps. They live in 36	
symbiosis with dinoflagellate microalgae from the Symbiodinium genus, which provide 37	
through photosynthesis most the energy needed for the coral to grow and build their 38	
aragonite skeleton (Cooper et al. 2011). These corals are threatened by anthropic 39	
perturbations, and principally global warming, which disturbs their relationship with the 40	
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Symbiodinium. Through a phenomenon commonly named bleaching, coral colonies 41	
respond to stress by expelling their endosymbiodic dinoflagellate. Depending on their 42	
species, polyps can survive a few days to few weeks through heterotrophy. Without a quick 43	
return to normal environmental conditions allowing the recolonizations by the 44	
Symbiodinium, colonies will ultimately perish, leading to the desertification of the reef 45	
(Douglas 2003). Bleaching events have been more and more frequent in the past decades, 46	
mostly driven by the increase in water temperature, and their impacts on the reef 47	
ecosystems are a major source of concern for ecologist (Douglas 2003; Buddemeier et al. 48	
2004; Hoegh-Guldberg 2011). However, recent studies have shown that, at least in some 49	
coral species, acclimatization or fast adaptation occurs and leads to a heat resistance 50	
phenotype. Thermotolerant corals resist longer and to higher water temperature without 51	
bleaching (Maynard et al. 2008; Palumbi et al. 2014), but are also susceptible to lose their 52	
resistance if they are moved to environment with optimal conditions and low temperature 53	
fluctuations for a couple of years (Palumbi et al. 2014). The molecular mechanisms 54	
underlying thermotholerance are to be discovered, and a better knowledge of them is 55	
essential to develop efficient protection policies for coral reefs.  56	

Epigenetic modifications are good candidates to explain rapid, inheritable and 57	
reversible phenotypes without change in the DNA Sequence. They range from chemical 58	
modifications of DNA (eg. cytosine methylation), covalent changes of proteins interacting 59	
with DNA (e.g. histone modifications), as well as nuclear localization of chromosomes, and 60	
short untranslated RNA involved in post-transcriptional silencing of genes and repeated 61	
regions (Wu & Morris 2001). These modifications have an impact on the chromatin, leading 62	
to transcriptionally permissive or repressive structures (euchromatin and heterochromatin, 63	
respectively). It is now clear that environmental factor can influence the epigenome and 64	
induce phenotypes (Feil & Fraga 2012; Duncan et al. 2014). In natural populations with 65	
genetic diversity, disentangling the respective roles of genetics and epigenetics in 66	
environmentally triggered phenotypes is not feasible. Corals are therefore excellent models 67	
in that aspect due to the clonal nature of the colonies. It is easy to generate new colonies 68	
through propagation (cutting a coral branch and fixing it somewhere else) and observe how 69	
their epigenome changes under various environmental conditions, while maintaining the 70	
genotype constant. Despite their ecological and experimental attractiveness, technical 71	
challenges have until now prevented corals to serve as model species to study the effect of 72	
environment on epigenome. Literature describing the epigenome of hermatypic corals is 73	
scarce, and we found only two publications focused on this matter (Liew et al. 2014; Dixon 74	
et al. 2014). Tissues and cells extraction from the stony skeleton and working at 75	
physiological, marine, salt concentration to maintain cell integrity and chromatin structure 76	
possible, but the main problem is the separation of coral and Symbiodinium biological 77	
material. Symbiodinium are endocellular, and to focus on the coral epigenetic modifications, 78	
it is necessary to use an extraction technique that would lysate coral cells, but not 79	
Symbiodinium, and then separate coral nuclei from cell debris and endosymbiontes.  80	
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In this article, we propose a method we developed to isolate coral nuclei of P. 81	
damicornis, a specific hermatypic coral, and provide a first insight about the chromatin 82	
structure of this species. We choses this coral for its worldwide distribution and ecological 83	
importance (IUCN), its fast growth rate allowing to quickly generate new colonies through 84	
propagations (Hughes et al. 2015), and documented thermotolerance (Vidal-Dupiol et al. 85	
2009; 2014). P. damicornis has a genome size of approximately 325 mb (Vidal-Dupol et al. 86	
under preparation), while Symbiodinium genome size is estimated at 3,000 mb (Shoguchi et 87	
al. 2013), which means that a single Symbiodinium brings as much DNA as ten coral cells, 88	
hence the need to reduce contamination from endosymbiontic material at the lowest 89	
possible level. We used these isolated coral nuclei for the analysis of epigenetic information 90	
carriers. We show that mosaic cytosine methylation occurs and that 5-methyl-cytosine is 91	
predominantly found in CpGs. We also found that canonical histone modifications exist, but 92	
that P. damicornis has an unusual chromatin structure. 93	

 94	
2. Material & Methods 95	

2.1. Biological material 96	

Healthy Pocillopora damicornis isolates used in the present study were harvested in 97	
Lombock (Indonesia, CITES number: 06832/VI/SATS/LN/2001) and maintained at the 98	
Banyuls Aquarium (France) under optimal conditions. Bleached coral colonies were 99	
obtained through an ecologically realistic thermal stress, as described in (Vidal-Dupiol et al. 100	
2009). Fragment of bleached colonies were collected 6 to 10 days after the beginning of 101	
bleaching, when there is an estimated reduction of 99% of Symbiodinium in coral tissues, 102	
but before any necrosis could be observed on the colonies. Healthy and bleached coral 103	
fragments were immediately frozen and stored in liquid nitrogen. 104	

In this work, we also employed Aiptasia pallida and Daphnia magna for comparison in 105	
the chromatin extraction and digestion experiments. A. pallida is from the same Cnidaria 106	
phylum as P. damicornis, shares an endosymbiodic relationship with Symbiodinium, but 107	
does not have an aragonite skeleton. They were acquired from the Banyuls Aquarium 108	
(France). Daphnia magna is a freshwater microinvertebrate phylogenetically unrelated to A. 109	
pallida and P. damicornis, but on which we previously optimized the chromatin digestion 110	
technique. Prof. Ellen Decaestecker from KU Leuven (Belgium) graciously provided them to 111	
us. 112	

Aposymbiotic Aiptasia were obtained through a menthol treatment, used to artificially 113	
induce bleaching in Cnidaria (Wang et al. 2012). Anemones were maintained in 4 L of 114	
artificial seawater (37 g/L of Reef Crystals) with the addition of 18 mL of a solution of 20 g of 115	
menthol /L of absolute ethanol, in the absence of light for four days. Final menthol 116	
concentration in the seawater is of 0.58 mmol /L. Water was replaced everyday, always 117	
supplemented with the same concentration of menthol. Healthy and bleached Aiptasia 118	
were conditioned separately in Eppendorf tubes (0.180g per tube) and immediately frozen 119	
and stored in liquid nitrogen. 120	
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Symbiodinium cultures were obtained from the Roscoff Culture Collection (strain 121	
CCMP 2246, cat# RCC4017). 122	

2.2. In-Silico identification of canonical histones 123	

We were interested to use isolated coral chromatin to perform chromatin 124	
immunoprecipitation (ChIP) on histone modifications. Before starting experiments, we 125	
wanted to confirm that histones were present in P. damicornis genome, and that their amino 126	
acid sequence would be similar enough to other metazoan to be able to target them with 127	
commercial antibodies. We searched the P. damicornis transcriptome (Vidal-Dupiol et al. 128	
2013; 2014) for transcripts annotated as histones H2A, H2B, H3, H4. These sequences were 129	
translated to amino-acid sequences and aligned with MEGA (Tamura et al. 2013) to 130	
reference protein sequences from Mus musculus, Schistosoma mansoni, a platyhelminth for 131	
which we have extensive experience in ChIP, and two other Cnidaria: Hydra vulgaris and 132	
Nematostella vectensis. Accession numbers for each species is in Table 1. 133	

 134	
Table 1: List of accession numbers used to compare P. damicornis canonical histone sequences. 135	

 H2A H2B H3 H4 
N. vectensis XM_001623180 XM_001620416 XM_001639326 XM_006544099 
H. vulgaris XM_002158289 XM_002156049 XM_002164185 XM_002161956 
M. musculus M33988 NM_175663 AC034285 XP_001630070 
S. mansoni HE601626 HE601624 CCD77737 AAG25601 
 136	

2.3. Western blots 137	

As we had the intention to perform chromatin immunoprecipitation targeting histone 138	
modifications, we first performed western blots using commercial anti-histones antibody to 139	
assess their efficiency and specificity on P. damicornis canonical and modified histones. 140	
Bleached and healthy coral fragment of approximately 5 mm of diameter (~ 0.5 g) were put 141	
in 1.5 mL tubes filled with 500 µL of a solution containing 62.5 mM TRIS/Cl pH 6.8, 3% SDS, 142	
10% sucrose, 0.2M dithiotreitol (DTT) and 1.25 mM sodium butyrate. Tubes were sonicated 143	
using a Vibra Cell 75185 at 70% amplitude, 3 times 15 seconds, on ice. A cooldown on ice of 144	
30 seconds was done between each sonication. Dinoflagellata phylum, which includes 145	
Symbiodinium, does not possess histones (Rizzo 2003) and can be used as a negative 146	
control. We chose hamster (Mesocricetus auratus) as a positive control, as most antibodies 147	
are commercially developed and tested on mammals. Hamster brain and cultured 148	
aposymbiotic Symbiodinium protein extracts were processed the same way as P. 149	
damicornis. 150	

The extract was cleared by centrifugation for 30 minutes at 1500 g, and the 151	
supernatant was collected. Total proteins (5 mg per sample) were mixed with Laemmli 152	
buffer (final concentration 1X) and denatured at 99oC for 5 mins. ECL Full-Range Rainbow 153	
(Amersham cat# RPN800E) was used as a molecular weight marker. Protein separation was 154	
done on 10% SDS-PAGE gel electrophoresis before being blotted on a nitrocellulose 155	
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membrane (Trans-Blot turbo, Bio-Rad). The membrane was blocked with 5% non-fat dry milk 156	
in TBST (TBS buffer containing 0.05% tween 20) one hour at room temperature. One of the 157	
following primary antibody, diluted in 5% non fat milk in TBST was used for each western 158	
blot : anti-histone H3 (Abcam cat# ab1791 lot# 784471, dilution 1/500), anti-H3K36me2 159	
(Abcam cat# ab1220 lot# GR75522, dilution 1/500), and anti-H3K27me3 (Diagenode, 160	
cat#C15410069, lot# A1821D). After incubation, membrane was washed 3 times for 10 161	
minutes in TBST. It was incubated with secondary antibody (peroxidase conjugated, goat 162	
purified anti-rabbit IgG [Pierce cat# 31460, lot# HB987318]) diluted 1/5000 in TBST for 1 163	
hour. After washing 3 times for 10 minutes in TBST, the detection was carried out using the 164	
ECL reagents and the ChemiDoc MP Imaging system (BioRad). 165	

 166	

2.4. Coral nuclei isolation 167	

Our chromatin extraction protocol is based on (Cosseau & Grunau 2011), but had to be 168	
adapted so that salinity, ionic strength and osmolarity of various buffers would match those 169	
of seawater. P. damicornis polyps (healthy or bleached) were removed from the aragonite 170	
skeleton using an Airpick. This instrument is a modified version of Waterpick (Vidal-Dupiol 171	
et al. 2011) designed to gently blow air rather than liquid. Advantage of the Airpick 172	
compared to the Waterpick is that it can be used with smaller volume of extraction solution 173	
and with a lower amount of biological material. Extractions with Airpick were performed on 174	
ice for 5 minutes (or until no tissues were left on the skeleton) with the coral fragments 175	
(approximately 5 mm of diameter and 0.5 g each) inside a 50 mL tubes filled with 10 mL of a 176	
buffer 1 (See Table 2 for composition of all the buffers used in this article). Tubes were then 177	
centrifuged at 800 g at 4oC for 10 minutes. Supernatant was carefully removed, and pellets 178	
were gently resuspended in 1 mL of buffer 1 and 1 mL of buffer 2. The mix was transferred in 179	
Dounce homogenizer and ground on ice for 4 minutes with pestle A, and then left to rest on 180	
ice for 7 minutes. Liquid was transferred on corex tubes already containing 8 mL of buffer 3, 181	
in a manner that the homogenate would form a layer on top of buffer 3. The two solutions 182	
have a different density, which allow them to stay one on top of the other without mixing. 183	
Corex tubes were centrifuged 20 mins at 4oC and 7,800 g, with the lowest break possible. 184	
This step allows separating P. damicornis nuclei, which will form a pellet at the bottom of 185	
the tube, from cell debris and Symbiodinium, which stay at the interphase in the 186	
homogenate on top of buffer 3. Supernatant was completely removed by pouring out of the 187	
tubes and then by aspiration with micropipette. Pellets, containing coral nuclei and 188	
chromatin, were either used DNA purification (to use for bisulfite sequencing) or chromatin 189	
digestion (with the objective of using digested chromatin for ChIP).  190	

200 µg of healthy and bleached Aiptasia samples were directly ground in Dounce 191	
homogeneizer with 1 mL of buffers 1 & 3, and then processed the same way as P. 192	
damicornis. For Daphnia, 70 frozen adults were processed exactly as described in (Cosseau 193	
& Grunau 2011). 194	

 195	
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Table 2: Final concentration for all components of the various buffers used in the chromatin extraction and 196	
micrococcal nuclease digestion. 197	

 Buffer 1 Buffer 2 Buffer 3 Mnase 
Buffer 

KCl 30 mM 30 mM 30 mM  
NaCl 500 mM 500 mM 500 mM 500 mM 

MgCl2 2.5 mM 2.5 mM 2.5 mM 40 mM 
Tris/Cl pH 7.4 15 mM 15 mM 15 mM 10 mM 

Sucrose 1 M 1 M 1.5 M 1 M 
Sodium buryrate 5 mM 5 mM 5 mM 5 mM 
Dithiotreitol (DTT) 25 mM 25 mM 25 mM  

Phenylmethanesulfonyl fluoride 0.5 mM 0.5 mM 0.5 mM 0.1 mM 
cOmplete protease inhibitor 
tablet (Roche cat #11 836 145 

001) 
1 X 1 X 1 X  

NP-40  0,3 %   
CaCl2    10 mM 

 198	

2.5. Chromatin digestion 199	

One of the most important steps to study histone modifications through chromatin 200	
immunoprecipitation is chromatin shearing. This can be done either with crosslinking 201	
followed by sonication, or natively using micrococcal nuclease (MNase). Crosslinking 202	
creates covalent bounds between DNA and proteins interacting with it, and can be broken 203	
in di or tri nucleosomal fragments through timed sonication. This method is usually 204	
employed for transcription factor analysis, but is not needed in the case of histones, as they 205	
are strongly bound to DNA. Crosslinking can also cause a shift in nucleosomes position. We 206	
favored the native approach with MNase, a bacterial enzyme digesting DNA between 207	
nucleosomes. Digestion time has to be optimized to obtain only mono- to penta-208	
nucleosomal fragments. To do so, nuclei pellets (bleached and healthy coral, A. pallida and 209	
D. magna) from step 2.4 were resuspended in 1.5 mL of MNase digestion buffer (see Table 210	
2 for composition). Twenty microliters of the solution were kept for a coral nuclei and 211	
Symbiodinium count (See step 2.5). Aliquots of 250 µL were prepared in Eppendorf tubes 212	
for digestion. 1 µL of 1 U/µL MNase (Affymetrix cat# 70196Y) was added to each tube, and 213	
incubation at 37oC was done for 0, 2, 4, 6 and 8 minutes. We also prepared a negative 214	
control with no MNase and incubed at 37oC for 8 minutes. Digestion was stopped with the 215	
addition of 20 µL of 1M EDTA and tubes were left on ice for 5 minutes. Chromatin was 216	
purified using QIAquick PCR Purification kit (Qiagen cat# 28104) and DNA fragments were 217	
eluted in 30 µL of TE buffer (supplied with the kit). All of the purified DNA fragments were 218	
then separated on a 1.8 % agarose gel stained with ethidium bromide for 30 minutes at 100 219	
V (in 1X Tris Borate EDTA buffer).  220	

 221	
 222	
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2.5. Estimation of P. damicornis nuclei and intact Symbiodinium in chromatin pellets 223	

The chromatin extraction method we used is gentle enough to break P. damicornis 224	
cytoplasmic membrane without lysing their nuclei or Symbiodinium. Coral nuclei are then 225	
isolated from cell debris and Symbiodinium due to the density difference of the solutions 226	
used during the centrifugation step in corex tubes (step 2.4). To get an estimation of the 227	
amount of possible Symbiodinium contamination in the nuclei/chromatin pellet, we took 20 228	
µL of coral nuclei resuspendend in MNase digestion buffer (from step 2.5) and added 229	
Hoechst 33342 (Invitrogen cat# C10329) at a final concentration of 1/2000. We put 10 µL on 230	
a microscope slide and observed on a fluorescent microscope at 350 nm. Hoechst 33342 231	
stains coral nuclei with a blue fluorescence, but does not enter intact Symbiodiniums (red 232	
fluorescence due to chlorophyll). 233	

 234	

2.6. DNA purification and bisulfite sequencing 235	

Bisulfite sequencing needs DNA to be completely protein-free. To do so, nuclei pellets 236	
obtained at step 2.4 were resuspended in 180 µl of the ATL buffer from the DNeasy Blood 237	
and Tissues Kit (Qiagen cat# 69504) and then processed as described in the manufacturer 238	
documentation. We sent the purified DNA from three healthy coral colonies for bisulfite 239	
sequencing (BS-Seq) to GATC biotech (www.gatc-biotech.com), which performed both 240	
bisulfite conversion and sequencing. Libraries with fragment size ranging from 150 to 500 241	
bp were paired-end sequenced (100 bp on each extremity) on a Illumina Hi-Seq 2000. 242	

 243	

2.7. Quality control, alignment on P. damicornis genome and methylome description 244	

All data treatment was carried out under a local galaxy instance (Goecks et al. 2010) 245	
(http://bioinfo.univ-perp.fr). Fastq Groomer v1.0 was used for verification of the fastqsanger 246	
format, and the FASTX-Toolkit v0.0.13 (Compute quality statistics, Draw quality score 247	
boxplot, Draw nucleotides distribution chart) was used for initial quality control. First and last 248	
five nucleotides for all reads were removed using the TRIM tool from the FASTX-Toolkit 249	
because of lower quality. Overall, read quality was judged sufficiently good (the majority of 250	
reads showed a quality score above 26 for the non-trimmed position) and no further quality 251	
filter was applied. 252	

Read alignment on the P. damicornis reference genome (Vidal-Dupiol et al. in 253	
preparation) was done in paired-end using Bismark v2.74 (Krueger & Andrews 2011) and 254	
Bowtie2 (Langmead & Salzberg 2012) with default parameters. We only kept alignments for 255	
which both read mates were successfully aligned and fragment size was between 150 and 256	
500 bp. BAM files output from Bismark were sorted and converted to SAM format using 257	
Samtools v0.1.19 (Li et al. 2009). SAM files were loaded into the R package methylKit v0.5.6 258	
(Akalin et al. 2012) using the read.bismark() command and specifying the cytosine context 259	
(CpG, CHG or CHH, respectively). Afterwards, we used the getMethylationStats() command 260	
to obtain the percentage of methylated cytosines per context. Visualization of the 261	
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methylated regions was done by converting alignment BED files into bigWig format with the 262	
Wig/Bedgraph-to-bigWig converter v1.1.1 included in Galaxy (Goecks et al. 2010). BigWig 263	
where then uploaded into Trackster, the visual analysis environment embed in Galaxy 264	
(Goecks et al. 2010). 265	

 266	

3. Results 267	

3.1. Coral nuclei are isolated with less than 2% contamination of Symbiodinium 268	

Observation under fluorescent microscope showed that coral nuclei were not degraded 269	
and that there was little cell debris. We counted the number of intact Symbiodinium (which 270	
have a red fluorescence at 350 nm because of their chlorophyll content) and intact coral 271	
nuclei (with blue fluorescence caused by Hoechst 33342 binding to DNA). We observed the 272	
result of 3 different nuclei isolation and never found more than 2 intact Symbiodinium for 98 273	
coral nuclei. The same result was obtained with healthy A. pallida. As expected, in bleached 274	
coral or Aiptasia extracts, no Symbiodinium were found. Alignment of the BS-Seq reads also 275	
confirm the low amount of contamination from Symbiodinium, as less than 5% of the reads 276	
(per sample) mapped on Symbiodinium genome. An average of 56.4 % of the reads 277	
obtained for our three BS-Seq samples (healthy colonies) mapped on P. damicornis 278	
reference genome. This may look like a small percentage of alignment, but it is what is 279	
classically observed with bisulfite sequencing (Gavery & Roberts 2010). 280	

 281	

3.2. Mosaic DNA methylation occurs principally in CpG context in P. damicornis 282	

Within our three replicates from healthy coral colonies, analysis of the bisulfite 283	
sequencing data through methylKit informed us that 0.98% of cytosines are methylated 284	
genome-wide. Methylation occurs principally in CpG dinucleotide context, with 3.70 % of 285	
them being methylated. It is also found in the two other possible nucleotide contexts, with 286	
0.20 % of the CHG and 0.20 % of the CHH being methylated. Methylation is distributed in a 287	
mosaic fashion, with large methylated intragenic regions (mostly on exons) interspersed 288	
with large unmethylated regions. 289	

 290	

3.3. Histones are present in P. damicornis, but chromatin displays an unusual structure 291	
not found in another Cnidaria. 292	

Transcripts for the four histones composing nucleosomes were found in P. damicornis 293	
transcriptome and were aligned to other species to see similarity in amino acid sequences. 294	
H3 and H4, have 94% and 98% of identity in their amino acid sequences between P. 295	
damicornis and M. musculus. Other two histones inside nucleosomes, H2a and H2b, have 296	
respectively 92% and 87% of identity with M. musculus. Histone tails for H3 and H4, where 297	
chemical modification occurs, were always 100% identical between mice and P. damicornis. 298	
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Sequence identity for the four histones was similar with S. mansoni, but increased when 299	
comparing with less phylogenetically distant organisms (H. vulgaris and N. vectensis).  300	

We then performed western blots to see if commercial antibodies targeting histone 301	
modifications could be used on P. damicornis. We tested hamster brain (positive control), 302	
aposymbiotic Symbiodinium (negative control, as dinoflagellata have no histones (Rizzo 303	
2003)), bleached and healthy corals. Results of the western blots can be seen on Figure 1. 304	
Results for the three antibodies (anti-H3, anti-H3K27me3, anti-H3K36me2) were consistent 305	
between organisms. In all three cases, no signal was detected for Symbiodinium and a 306	
signal at the expected size (approximately 15 kDa) for histone H3 was observed in hamster. 307	
In healthy coral, a signal was observed, but at 12 kDa. Bleached coral displayed both the 12 308	
kDa band and the expected 15kDa band. 309	

 310	

 311	
Figure 1: Western blots using antibodies targeting histone H3 (left), trimethylation of lysine 27 of histone H3 312	
(H3K27me3, center) and déméthylation of lysine 36 of histone H3 (H3K36me2, right). RL = Amersham ECL 313	
Rainbow Ladder; B P.d. = Bleached P. damicornis; H P.d. = Healthy P. damicornis; S = Symbiodinium; M. a. = M. 314	
auratus. 315	
 316	

From these results, we suspected that there could be a different chromatin structure 317	
between bleached and healthy P. damicornis, and we carried on with chromatin MNase 318	
digestion. MNase digests DNA between nucleosomes, which creates DNA fragments with 319	
sizes that are multiples of approximately 150 bp (length of DNA wrapped around a 320	
nucleosome). When separated on a gel, it looks like a ladder. After prolonged digestion, 321	
only 150 bp fragments, corresponding to a mono-nucleosomal digestion, would be 322	
detectable on an agarose gel. We did not observe this type of result for neither healthy nor 323	
bleached coral. Instead DNA is completely degraded with time, and no nucleosomal size 324	
fragments are seen. To verify that it was not a problem with the chromatin extraction and 325	
digestion technique, we performed the same experiment on healthy and bleached Aiptasia 326	
pallida, a cnidarian also sharing an endosymbiotic interaction with Symbiodinium, and 327	
Daphnia magna, a freshwater crustacean. As it can be seen on Figure 2, digestion profile in 328	
the shape of a “ladder” is observed for both of them, but not in P. damicornis.  329	

 330	
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 331	

 332	
Figure 2: MNase digestion profile of chromatin from healthy and bleached P. damicornis in function of 333	
digestion time at 37oC. 00 corresponds to chromatin left at 37oC for 8 minutes, without the addition of MNase, 334	
and 0 is addition of MNase immediately followed by incubation on ice with EDTA (enzyme inhibitor). We also 335	
show almost complete digestion with fragments around 150 bp in healthy (H A.p.) and bleached (B A.p.) A. 336	
pallida. Partial digestion, with the typical ladder shape, can be seen in D. magna (D. m.) on the far right.  337	
 338	

4. Discussion 339	

In this article, we propose a simple method to isolate P. damicornis chromatin and 340	
DNA from Symbiodinium’s, and provide the first description of a coral epigenome. We 341	
observed a “mosaic” methylation pattern, with methylation-free regions interspersed with 342	
intragenic highly methylated ones (mostly on exons). Around 1% of the total cytosines are 343	
methylated, principally in the dinucleotide CpG . CHG and CHH methylation occurs 344	
nonetheless, but a lower frequency. These characteristics are in line with other 345	
invertebrates in which DNA methylation is present and a methylome was described (Suzuki 346	
& Bird 2008; Gavery & Roberts 2010; Xiang et al. 2010; Lyko et al. 2010; Flores & Amdam 347	
2011; Fneich et al. 2013). Further analysis of the relation of DNA methylation to other 348	
elements of the genome (genes, exons, transcription start and end sites etc.) will be 349	
possible after complete annotation of the genome. 350	

We intended to use the isolated coral nuclei to perform chromatin 351	
immunoprecipitation (ChIP) on histone modifications. Alignments of protein sequences of 352	
histones H2A, H2B, H3 and H4, which compose nucleosomes, show that they are well 353	
conserved in P. damicornis, with only little difference with mice. However, we do not 354	
observe the histone H3 band at the expected size (15 kDa) in healthy coral for any of the 355	
three antibodies we used (anti-H3, anti-H3K27me3, anti-H3K36me2). Instead, a single band 356	
of lower molecular weight (12 kDa) is visible. Bleached coral are different, with both the 357	
expected H3 band at 15 kDa, and the truncated one at 12 kDa. As anticipated, no signal was 358	
detected in Symbiodinium extract, as they do not possess histones (Rizzo 2003). 359	
Symbiodinium live within coral cell, and their presence or absence may cause major cellular 360	
and nuclear reorganization. There is the possibility that coral chromatin may be compacted 361	
in different fashion, with other histone forms or histone-like proteins, depending on its 362	
symbiotic state. Symbiodinium also live within A. pallida cells, but we did not observe a 363	
different chromatin structure between symbiotic and aposymbiotic anemone. Further 364	
analyses are needed to confirm this hypothesis. 365	
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We were unable to digest the chromatin into nucleosomal fragments. MNase cuts 366	
preferentially between nucleosomes because of steric hindrance. DNA is wrapped around 367	
nucleosomes for a 150 bp length, and incomplete digestion present a “ladder” profile on 368	
gels, with each bands being a multiple of 150 bp, while complete digestion shows a unique, 369	
intense band at 150 bp (Hewish & Burgoyne 1973; Noll & Kornberg 1977; Wu et al. 1979; 370	
Hörz & Altenburger 1981; Keene & Elgin 1981; Zaret 2005). In P. damicornis, either healthy or 371	
bleached, DNA is completely digested by MNase (Figure 2), similarly to what would happen 372	
in absence of nucleosomes (Hewish & Burgoyne 1973). This was different in A. pallida, 373	
which, like P. damicornis, is also a symbiotic Cnidaria. Since the only difference between 374	
the procedures used for P. damicornis and A. pallida is the removal of the aragonite 375	
skeleton with the Airpick, we also tried other types of extraction with Waterpik, cryogenic 376	
grinding or manual polyp removal. Neither of the protocols delivered expected chromatin 377	
profiles (data not shown). In conclusion, our data suggest that P. damicornis has a different 378	
chromatin structure from other metazoa. 379	

 380	
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V.3. Résultats et discussion supplémentaires non publiés 

V.3.1. Optimisation de la technique d’immunoprécipitation de chromatine 

Beaucoup de temps et d’énergie ont été consacrés à l’optimisation de la technique 

d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) sur P. damicornis. De part l’absence d’histones 

chez Symbiodinium (Rizzo 2003), cela semblait une voie intéressante pour étudier 

l’épigénome de P. damicornis si la méthode d’isolation des noyaux s’était avérée inefficace. 

Le pipeline d’optimisation du ChIP sur histone proposé par Cosseau & Grunau (2011) est 

très performant pour mettre au point cette technique sur d’autres organismes. Dans le 

cadre de ma thèse, il m’a permis de rapidement développer le ChIP sur le crustacé Daphnia 

magna (sous forme de collaboration), l’anémone de mer Aiptasia pallida (cf. article 

présenté dans ce chapitre) et le nématode M. incognita (voir publication en Annexe 2). 

Toutefois, cela n’a pas été possible chez P. damicornis, malgré de nombreuses tentatives.  

Une cinquantaine d’essais (Annexe 3) ont été effectués, sur des variations du 

protocole de Cosseau & Grunau (2011), mais également en testant d’autres protocoles, dont 

un utilisé avec succès sur Nematostella vectensis, un autre cnidaire marin (Schwaiger et al. 

2014). Des approches natives ou avec crosslink (c’est-à-dire formation de liens covalents 

entre l’ADN et les histones), ont été expérimentées, mais sans amélioration des résultats. 

Le même profil de digestion que celui présenté dans l’article est systématiquement obtenu 

lorsque la fragmentation de la chromatine se fait par digestion à la nucléase micrococcale 

(MNase). Ce profil correspond à celui obtenu lorsque de l’ADN sans histone est digéré par 

MNase (Figure 29) (Hewish & Burgoyne 1973).  

Que ce soit par crosslink suivi de sonication, ou de manière native, quelques unes 

de nos tentatives ont été menées jusqu’au bout du protocole de ChIP, mais nous n’avons 

jamais réussi à obtenir de l’ADN immunoprécipité. Ces résultats renforcent l’idée qu’il existe 

une structure chromatinienne atypique chez P. damicormis, mais pas universelle à tous les 

cnidaires. Un test additionnel, en natif, a été tenté sur une autre espèce de corail 

assymbiotique, Coralium rubrum. Un profil de digestion similaire à P. damicornis a été 

obtenu. Toutefois, la très faible quantité de matériel biologique de C. rubrum utilisée, et 

l’absence de réplicats, m’invite à une grande prudence quant à l’interprétation de ce 

résultat. Il serait pertinent de tester plus d’espèces de coraux, hermatypiques ou non, et de 
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voir dans quelle mesure cette structure chromatinienne inhabituelle est répandue. 

L’absence d’outils moléculaires chez P. damicornis rend difficile l’étude de sa structure 

chromatinienne in vivo, mais il serait envisageable d’effectuer des approches 

d’immunomarquages des histones sur des tissus de polypes fixés pour mieux comprendre 

leur dynamique dans le noyau. Une approche protéomique (par spectrométrie de masse 

par exemple) permettrait peut-être d’élucider pourquoi on observe des profils de western 

blots différents pour l’histone 3 entre coraux sains et blanchis. 

 
Figure 29 : (A) Comparaison d’un exemple de profil de digestion à la MNase obtenu sur P. damicornis avec 
celui publié par Hewish & Burgoyne (1973) sur de l’ADN purifié. (B) Comparaison d’un profil de digestion à la 
MNase obtenu avec le crustacé d’eau douce Daphnia magna avec celui publié par Hewish & Burgoyne (1973) 
sur de l’ADN nucléaire contenant encore ses histones. Les digestions de D. magna et P. damicornis sont 
effectuées à 37oC et stoppées par ajout d’EDTA et mises sur glace. Le temps 00 correspond à un échantillon 
contrôle mis à 37oC pendant 8 minutes, mais sans ajout de MNase. Le temps 0 correspond à un échantillon 
contrôle pour lequel la MNase et son inhibiteur (EDTA) ont été ajoutés en même temps, et immédiatement mis 
sur glace. 
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V.3.2. Comparaison des méthylomes entre coraux thermotolérants et sensibles 

L’analyse des données de méthylation entre coraux avant le premier stress et avant 

le dernier stress se poursuit actuellement. Des résultats préliminaires de l’analyse 

comparative ont déjà identifié 2 898 régions du génome différentiellement méthylées (un 

exemple est visible sur la Figure 30). Ces régions ont une longueur d’au moins 300 paires 

de bases et ont au minimum 20% de cytosines méthylées en plus ou en moins entre les 

deux conditions. Les détails sur la détection de ces régions sont disponibles dans le rapport 

de stage de d’Ariadna Picart-Picolo, étudiante de Master I que j’ai encadrée (Picart Picolo 

2015). La prochaine étape consistera en une caractérisation de ces régions pour déterminer 

ce qu’elles contiennent (gènes? Éléments répétés? Éléments régulateurs?) et observer s’il 

existe une corrélation entre ces régions et les différences transcriptomiques.  

 
Figure 30 : Représentation graphique d’une région différentiellement méthylée entre coraux jamais stressés 
et coraux stressés deux fois. Les barres de couleurs symbolisent le ratio de cytosine méthylées / non-
méthylées à une position génomique donnée. Plus la barre est haute, plus le taux de m5C est élevé. On 
observe que le pourcentage de méthylation est plus élevé dans cette région chez les colonies ayant été 
stressées plusieurs fois. 
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VI.1. Rappel des principaux résultats 

Au début de ma thèse, je me suis fixé comme objectif scientifique principal 

d’explorer quels pouvaient être les liens existant entre Dauermodifikations et mécanismes 

épigénétiques. J’ai divisé cet objectif en deux parties, que l’on peut résumer en deux 

grands questionnements : (I) l’environnement induit-il des changements de la structure 

chromatinienne ciblés, aléatoires, ou les deux, et (II) dans quelle mesure ces changements 

sont-ils héritables mitotiquement et/ou méïotiquement? J’ai mené mes investigations sur 

deux modèles aux extrêmes des relations symbiotiques : le corail mutualiste P. damicornis 

et le parasite S. mansoni. Ces deux organismes présentent de bonnes caractéristiques 

biologiques pour être en mesure de répondre au mieux à mes deux questionnements : 

présence de Dauermodifikations, phase de reproduction clonale permettant de mieux faire 

les liens entre phénotype/épigénétique/environnement, modèles en interactions 

symbiotiques connus pour répondre rapidement aux changements environnementaux, peu 

ou pas de variabilité héritable de type sociale ou culturelle. Ces deux espèces, 

contrairement à beaucoup d’organismes modèles en biologie, ont une importance sanitaire 

et médicale (S. mansoni) ou environnementale et économique (P. damicornis). Ces deux 

espèces ont toutefois l’inconvénient d’être moins bien connues sur le plan épigénétique 

que d’autres organismes modèles (D. melanogaster, M. musculus, A. thaliana, etc.). La 

première partie de mon travail a consisté à mieux caractériser leurs épigénomes respectifs. 

 

VI.1.1. Description des épigénomes de S. mansoni et P. damicornis 

VI.1.1.1. Structure chromatinienne différente entre S. mansoni cercaires et adultes 

Chez S. mansoni, nous avons détaillé la distribution génomique de six modifications 

d’histones chez cercaires et adultes, et deux sur schistosomules. Nous avons montré que 

certaines marques ont des profils similaires aux autres métazoaires connus (H3K4me3, 

H3K9ac, H3K27me3 et H4K20me1) et d’autres présentent des spécificités uniques au 

parasite (H3K9me3, H3K27ac). Nous avons aussi remarqué une structure chromatinienne 

particulière, avec la présence de quatre marques (H3K4me3, H3K9ac, H3K9me3 et 

H3K27me3) aux sites d’initiation de la transcription (transcription start site, TSS) de gènes 

chez les cercaires. Par des expériences de marquage de la synthèse d’ARN nous avons 

constaté que la présence de ces quatre marques au TSS est associée à une suspension de 
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l’activité transcriptomique chez les cercaires. Nous avons aussi mis en évidence des 

changements majeurs de structure chromatinienne lors du passage du stade cercaire à 

adulte. Ces bouleversements s’initient très rapidement après pénétration de la cercaire 

dans l’hôte vertébré et se caractérisent par la reprise quasi immédiate de la transcription 

(observée dès 2h après transformation en schistosomule).  

Résultats clefs :  
ü H3K9me3 et H3K27ac ont des profils uniques à S. mansoni. 
ü Structures chromatiniennes très différentes entre cercaires et adultes. 
ü Structure chromatinienne stoppant la transcription chez les cercaires. 

 

VI.1.1.2. Premier méthylome d’un corail scléractiniaire 

L’épigénome de P. damicornis est encore à un stade exploratoire, mais nos travaux 

ont permis de développer les outils moléculaires menant à une première description de son 

méthylome. Le pourcentage de cytosines méthylées sur l’ensemble du génome a été 

mesuré à 0,98%. Cette méthylation survient principalement dans un contexte de 

dinucléotides CpG, 3,70% d’entres eux sont méthylés sur l’ensemble du génome. On trouve 

également une faible proportion de méthylation dans les deux autres contextes possibles, 

avec 0,20% des cytosines en CHG et 0,20% en CHH. La distribution de la 5-méthylcytosine 

(5mC) est sous forme mosaïque, avec des régions intragéniques (principalement au niveau 

des exons) méthylées, entrecoupées de larges régions non-méthylées. Ces caractéristiques 

du méthylome sont similaires à ce qui a déjà été observé chez d’autres invertébrés chez 

lesquels on retrouve la 5-mC (Suzuki & Bird 2008; Gavery & Roberts 2010; Xiang et al. 

2010; Lyko et al. 2010; Flores & Amdam 2011; Fneich et al. 2013). Dans notre approche 

d’optimisation de la technique d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP), nous avons 

constaté une structure chromatinienne inhabituelle. Bien que des transcrits et des western 

blots ont montré la présence d’histones chez P. damicornis, nous n’avons pas été en 

mesure de digérer la chromatine en fragments mononucléosomaux malgré de nombreuses 

tentatives. Cela a pourtant été possible très facilement chez Aiptasia pallida, une autre 

espèce de cnidaire symbiotique. Cela signifie que ce type de structure chromatinienne 

singulière n’est pas répandu à toutes les espèces de ce phylum. Il serait intéressant de 

regarder chez d’autres cnidaires pour déterminer si cette caractéristique est unique chez P. 

damicornis ou distribuée chez d’autres coraux. Les western blots suggèrent qu’il existe 
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deux formes d’histones H3, distribuées différemment entre coraux blanchis et sains. Les 

Symbiodinium étant localisés à l’intérieur des cellules du corail, il est raisonnable de penser 

que leur présence/absence influence la manière dont l’ADN est compacté dans le noyau. 

De nouvelles expériences (tel que l’immunomarquage des histones ou la caractérisation 

protéique des deux formes de H3) sont nécessaires pour le vérifier. 

Résultats clefs :  
ü Méthylome similaire à d’autres invertébrés avec méthylation. 
ü Structure chromatinienne inhabituelle ne permettant pas le ChIP sur histones. 

 

VI.1.2. Effet des changements environnementaux sur l’épigénome 

Dans l’objectif de mieux comprendre les possibles liens entre mécanismes 

épigénétiques et Dauermodifikations, nous avons reproduit les changements 

environnementaux associés et observé leur impact sur l’épigénome, dans des conditions 

permettant (théoriquement) de maintenir le génotype constant. Chez S. mansoni, deux 

Dauermodifikations sont documentées : le biais de sex-ratio lors du développement dans 

un hôte intermédiaire allopatrique (Lepesant et al. 2013) et l’induction de résistance au 

schistosomicide hycanthone (Jansma et al. 1977). La première correspond à un changement 

environnemental modéré et écologiquement réaliste, alors que la seconde est associée à 

un changement beaucoup plus brutal et artificiel (en milieu naturel, le parasite ne se trouve 

jamais en contact avec cette molécule). Chez P. damicornis, un phénomène de 

thermotolérance progressif et écologiquement réaliste a été mis en évidence sur le terrain 

et en laboratoire (Maynard et al. 2008; Vidal-Dupiol 2011; Putnam & Gates 2015). 

 

VI.1.2.1. Résistance à l’hycanthone associée à des épimutations 

Dans ses expériences sur l’hycanthone, Jansma et al. (1977) décrivent trois types 

d’induction de résistance. Nous nous sommes concentrés sur celle de type I. Elle se 

caractérise par l’injection chez des souris parasitées d’une dose d’hycanthone sous-

curitave pour S. mansoni. La progéniture des vers survivants présente alors une résistance 

importante à des doses curatives (i.e. tuant normalement >90% des parasites). Les 

conclusions de Jansma ont été assez débattues; certains auteurs arrivant à reproduire ses 

résultats d’induction suivant une héritabilité non-mendélienne (Brindley & Sher 1987; 
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Brindley et al. 1989) et d’autres décrivant plutôt un mécanisme de résistance monogénique 

récessif, déjà présent dans la population de schistosomes et sélectionné par le traitement à 

l’hycanthone (Dias & Olivier 1986; Pica-Mattoccia et al. 1991; Valentim et al. 2013). Face à 

ces divergences, nous sommes partis sans a priori et avons testé l’induction de type I sous 

une forme modifiée, inspirée par la célèbre expérience de Lederberg & Lederberg (1952). 

Cette expérience avait deux objectifs : (I) identifier l’origine préétablie ou induite de la 

résistance dans nos souches et (II) voir de quelle manière elle pouvait être liée à des 

modifications épigénétiques, par comparaison entre individus sensibles et résistants. Nous 

avons infecté des souris avec des cercaires, en théorie génétiquement identiques, issues 

de l’infection mono-miracidiale de mollusques. Si la résistance est présente ou absente 

chez le miracidium, tous les vers adultes issus de ce miracidium devraient répondre de 

manière similaire au traitement. Plutôt que de travailler sur la descendance comme Jansma, 

nous nous sommes intéressés directement aux adultes « induits » par le traitement. La 

raison pour cela était de n’avoir qu’un seul génotype (et donc sexe) du parasite dans l’hôte, 

pour faciliter la comparaison de l’épigénome en gardant un fond génétique constant, sans 

risque de contamination. Nous avons observé différentes réponses chez les vers adultes 

soumis au traitement d’induction à l’hycanthone. Au sein des vers adultes issus d’un même 

miracidium, bien que la majorité ait péri, nous avons obtenu des survivants. Cette 

observation penche vers une origine induite de la résistance, mais n’exclu pas la sélection 

des phénotypes dus à des mutations et/ou épimutations pendant la production des 

cercaires (discuté plus en profondeur dans la partie VI.2). En tout cas, nous n’avons pas 

retrouvé, dans les individus de la souche SmBre que nous avons utilisés, les variants 

génétiques associés à la résistance publiés par Valentim et al. (2013). 

La comparaison des épigénomes des vers adultes contrôles (jamais en contact avec 

l’hycanthone) et des résistants a détecté 69 différences de structure chromatinienne, 43 

d’entres elles situées au niveau de sites d’initiation de la transcription (TSS) de gènes. Une 

analyse d’ontologie génique a soulevé une surreprésentation des activités transférases, 

kinases et cataboliques parmi ces gènes, ce qui est consistant avec un processus de 

détoxification causé par l’élimination de l’hycanthone du métabolisme des vers résistants. 

Parmi ces gènes avec des épimutations, le Multidrug Associated Resistance Protein 1 est un 

candidat intéressant, connu pour être associé à l’élimination de toxines métaboliques et de 

composés xénobiotiques chez d’autres espèces de vers trématodes. 
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À cause de l’arrêt de la commercialisation de l’hycanthone, nous n’avons pu tester 

les autres types d’induction décrits par Jansma et al. (1977) ou répéter nos expériences. 

Résultats clefs :  
ü  Des vers résistants à l’hycanthone apparaissent parmi des clones sensibles. 
ü Épimutations dans des gènes associés à la détoxification chez les résistants. 

 

VI.1.2.2. Trois types d’épimutations lors des greffes de sporocystes 

Dans la continuité des travaux de Julie Lepesant sur l’effet de l’hôte intermédiaire 

sur l’épigénome du S. mansoni (Lepesant 2012), nous avons employé la technique de greffe 

de sporocystes. Cette technique, si elle n’est pas écologiquement réaliste, permet de 

maintenir le génotype du parasite constant dans plusieurs hôtes intermédiaires mollusques, 

ce qui n’est pas possible en condition naturelle. Dans cette expérience, nous avons greffé 

deux différents génotypes femelles (Fa et Fb) du parasite (souche SmBre, Brésil) sur deux 

souches géographiquement distinctes du mollusque Biomphalaria glabrata. Une souche 

de B. glabrata est sympatrique du parasite (BgBre, Brésil), avec laquelle elle coévolue en 

milieu naturel, et l’autre est allopatrique (BgGua, Guadeloupe). Après la greffe de 

sporocystes, des cercaires ont été utilisées pour infecter des souris et obtenir des vers 

adultes. Cercaires et adultes ont été collectés et leur épigénome a été analysé par ChIP-

Seq sur quatre modifications d’histones. Nous avons observé trois types d’épimutations 

chez les cercaires: (I) ciblées en réponse à l’environnement (51 épimutations), i.e. les 

différences sont communes à tous les individus d’une condition (allopatrique ou 

sympatrique), (II) associées au génotype (64 épimutations), i.e. des changements entre Fa 

ou Fb, quelle que soit la condition environnementale, et (III) aléatoires, i.e. sans lien avec le 

génotype ou la condition environnementale et différentes entre les réplicats (64 

épimutations, dont 41 présentes dans au moins deux individus). Une majorité de ces 

changements se trouvent dans des régions transcrites : approximativement 77% pour les 

ciblés et reliés au génotype, et environ 80% pour les aléatoires. Les analyses d’ontologie 

géniques n’ont pas identifié de voies métaboliques ou d’enrichissement en fonctions 

moléculaires ou biologiques entre les gènes représentés dans chacun des trois types 

d’épimutations. L’analyse des séquences répétitives de S. mansoni, environ 48% du 

génome (Lepesant et al. 2012), n’a pas relevé de changement de la structure 

chromatinienne, ni entre conditions environnementales, ni entre génotypes ou clones. 
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Nous avons constaté que les modifications du nombre de copies (copy number 

variations, CNV) sont les seules sources de variations génétiques au sein des clones, et 

surviennent dans un ordre de grandeur similaire à celui des épimutations (entre 58 et 105 

selon les clones observés). Aucune nouvelle insertion d’éléments transposables n’a été 

détectée entre les clones, ou entre les conditions environnementales sympatrique et 

allopatrique.  

Résultats clefs :  
ü Changements génétiques dans les CNV entre les clones et les conditions. 
ü Trois types d’épimutations : ciblées (51), liées au génotype (64), aléatoires (64). 
ü Pas de changements majeurs de la structure chromatinienne des régions répétées. 

 

VI.1.2.3. Altération du méthylome chez les coraux ayant subi un blanchissement 

Des résultats préliminaires des comparaisons entre les trois colonies n’ayant jamais 

subi un blanchissement et les trois colonies ayant vécu deux épisodes de blanchissement 

ont relevé 2 898 régions différentiellement méthylées (DMR) communes à tous les réplicats. 

Ces régions d’un minimum de 300 paires de bases exhibent un minimum de 20% de 

différence en taux de cytosine méthylées. Même si ce résultat donne envie de faire un lien 

direct entre environnement, changement de méthylation et Dauermodifikation, il faut 

attendre la fin des analyses génétiques, transcriptomiques et de l’holobionte (clades de 

Symbiodinium dans les tissus) avant de tirer des conclusions. 

Résultats clefs :  
ü Environ 3 000 DMR entre coraux contrôles et ayant subi deux blanchissements. 

 

VI.1.3. Héritabilité des épimutations 

Seule l’expérience de greffe de sporocyste chez S. mansoni a permis d’étudier 

l’héritabilité des modifications de la structure chromatinienne de manière somatique, entre 

deux stades développementaux du parasite (cercaires et adultes). Parmi les trois types 

d’épimutations identifiées, 76,6% de celles associées au génotype et 45,3% des aléatoires 

sont héritables du stade cercaire au stade adulte. Aucune des épimutations ciblées par 

l’environnement et détectées chez les cercaires n’a été retrouvée chez les adultes. 

L’héritabilité à une génération suivante n’a pas pu être étudiée par cette expérience. 
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Néanmoins une seconde greffe de sporocystes a été faite pour des génotypes mâles et 

femelles (en conditions sympatrique et allopatrique), permettant d’obtenir une descendance 

sous forme de miracidia. Cercaires, adultes et miracidia de cette expérience ont été 

collectés et pourront être utilisés en ChIP-Seq pour poursuivre cette étude. 

Chez P. damicornis, nos expériences ne permettent pas pour l’instant de déterminer 

s’il y a une héritabilité des régions différentiellement méthylées (DMR) entre coraux 

thermotolérants et naïfs (jamais soumis au stress thermique). La durée de vie des polypes 

au sein d’une colonie est inconnue. Il semble cependant possible de parler d’héritabilité 

somatique du phénotype de thermotolérance, car au fil des années, la colonie s’accroît en 

générant de nouveaux polypes (de manière asexuée) et ceux-ci résistent au 

blanchissement même s’ils n’ont eux-mêmes jamais vécu les épisodes de blanchissement 

précédents. Sur ce même raisonnement, comparer les méthylomes de nouvelles branches 

d’une année à l’autre pourrait permettre de répondre à cette interrogation. 

Résultats clefs :  
ü Épimutations aléatoires et associées au génotype sont héritables somatiquement 

chez S. mansoni. 

 

VI.2. Considérations expérimentales 

Cette partie contient quelques réflexions sur la manière dont il faudrait aborder 

expérimentalement les futures études sur les Dauermodifikations. 

VI.2.1. Importance génétique et épigénétique de l’étude des Dauermodifikations 

Dans cette thèse, trois Dauermodifikations ont été étudiées, et à chaque reprise des 

liens avec des modifications épigénétiques sont apparus. Si ces liens ne sont pour l’instant 

que corrélatifs, ils montrent cependant l’importance d’inclure les mécanismes 

épigénétiques dans l’investigation de phénotypes induits par l’environnement. Cet aspect 

est souvent négligé au seul profit de la génétique. L’étude de résistances à des composés 

xénobiotiques (pesticides, herbicides, antiparasitaires) en est un bon exemple. Seule une 

poignée d’articles suggère de possibles origines épigénétiques pour les résistances à des 

herbicides ou pesticides chez les plantes et animaux (May & Meyer 2003; Powles & Yu 

2010; Gressel 2010; Cothran et al. 2013; Délye et al. 2013). Pourtant, il a été démontré à 
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plusieurs reprises, chez des cellules cancéreuses, que des mécanismes épigénétiques 

jouent un rôle déterminant dans la résistance aux traitements  (Song et al. 2000; Roberti et 

al. 2006; Glasspool et al. 2006). On peut extrapoler que la même chose puisse survenir à 

l’échelle d’un tissu, organe ou individu. Quelques rares études montrent que ce 

phénomène existe à l’échelle d’un organisme entier. Chez Myzus persicae, un insecte 

ravageur des cultures, la résistance à plusieurs insecticides est sous contrôle épigénétique 

(Field & Blackman 2003). Nos travaux sur l’hycanthone vont dans le même sens, puisqu’ils 

décrivent une résistance induite associée à des changements de structure chromatinienne 

au sein de clones normalement sensibles (Roquis et al. 2013), en l’absence de la mutation 

génétique décrite par Valentim et al. (2013). D’autres recherches du même genre devraient 

bénéficier d’une analyse de la contribution épigénétique. Un bon exemple est celui de la 

résistance au praziquantel, la seule molécule actuellement préconisée pour le traitement de 

la schistosomiase (Webster et al. 2008). Comme pour l’hycanthone, la résistance au 

praziquantel est inductible par des doses sous-curatives. Elle est transmise de manière non-

mendélienne et n’a pas d’origine génétique connue (Blanton et al. 2011; Greenberg 2013). 

Les expériences présentées dans ce manuscrit ont pour la plupart été réalisées sur 

des clones. Ce point semblait essentiel pour déterminer quel était le rôle exact des 

mécanismes épigénétiques dans le phénomène de Dauermodifikations. En utilisant des 

individus génétiquement distincts, même au sein d’une population de faible diversité 

génétique, il devient rapidement impossible de savoir quel est l’impact de chaque mutation 

ou épimutation sur le phénotype. Certaines séquences d’ADN ayant des effets en cis sur 

l’épigénome (Davidson 2010), cela complexifie encore plus l’observation de l’effet de 

l’environnement sur l’épigénome. Toutefois, même en utilisant des clones, il est essentiel 

de s’assurer que le patrimoine génétique reste véritablement constant entre les individus. 

Depuis les travaux de Barbara McClintock (McClintock 1953), on sait que les éléments 

transposables peuvent générer de nouveaux phénotypes, être rapidement mobilisés lors 

de stress (par exemple des changements environnementaux), et avoir un impact direct sur 

l’épigénome (Biemont 2010; Fedoroff 2012; Holoch & Moazed 2015). D’autres études ont 

mis en évidence une hétérogénéité génétique, non reliée à des éléments transposables, 

chez des individus ou populations cellulaires clonales de plusieurs espèces (Zhou et al. 

2000; Bayne & Grevelding 2003; Saravanan & Godhe 2010; Li et al. 2015). Nos travaux sur 

S. mansoni ont montré pendant l’expérience de greffe de sporocystes qu’il y a des 
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changements de CNV entre sporocystes issus d’un même miracidium (cf. article soumis à 

Molecular Ecology, Chapitre IV). L’utilisation de clones réduit drastiquement la variabilité 

génétique entre individus, elle n’est pas une garantie absolue d’une absence totale de 

polymorphisme, et il faut s’assurer que le fond génétique reste bien constant entre les 

clones. Malgré cette importance, on trouve peu de publications étudiant les variations 

épigénétiques en réponse à l’environnement chez des espèces avec une descendance 

clonale, et il est très rare qu’une analyse génétique systématique sur l’ensemble du 

génome y soit incorporée. Quelques exemples sont visibles dans le Tableau 2.  

Tableau 2 : Exemples de recherches sur les liens entre environnent, variabilité phénotypique et modifications 
épigénétiques sur des organismes clonaux (issus de multiplication asexuée). 

Publication Organisme utilisés Variable 
environnementale 

Modification 
épigénétique 

Génétique 
vérifiée? 

Asselman et al. (2015) Daphnia magna Multiples Méthylation des cytosines Non 

Norouzitallab et al. (2014) Artemia spp. Choc thermique 
Modifications d’histones 

Méthylation des cytosines 
Non 

Richards et al. (2012) Fallopia japonica Site de culture Méthylation des cytosines AFLP 

Massicotte & Angers (2012) 
Chrosomus eos-

neogaeus 
pH Méthylation des cytosines Non 

Raj et al. (2011) Populus spp. Sècheresse Méthylation des cytosines Microsatellites 

Gao et al. (2010) 
Alternanthera 
philoxeroides 

Site de culture Méthylation des cytosines AFLP 

Verhoeven et al. (2009) Taraxacum officinale 
Herbivorie 

Pathogènes Méthylation des cytosines AFLP 

Dombrovsky et al. (2009) Acyrthosiphon pisum 
Température 
Plante hôte 

Méthylation des cytosines Non 

Field & Blackman (2003) Myzus persicae Insecticide Méthylation des cytosines 
Séquençage 

gène candidat 

 

VI.2.2. Contributions respectives de l’épigénétique et la génétique au phénotype 

Comme on vient de le voir, l’utilisation d’individus issus d’une multiplication clonale 

ne garantit pas d’avoir des individus génétiquement identiques. Dès lors, il n’est plus 

possible d’assigner avec certitude quels sont les rôles respectifs de la génétique et de 

l’épigénétique dans le phénotype. Des approches fonctionnelles, par inactivation de gène 

(knockout), mutations dirigées avec CRISPR-Cas9 (Jinek et al. 2012) ou édition 

épigénétique (Koferle et al. 2015) pourront éventuellement aider à identifier avec précision 

la source de la variabilité phénotypique. Toutefois, il faut garder en tête que génétique et 

épigénétique s’influencent intimement. On sait par exemple que l’insertion de nouveaux 

éléments transposables est susceptible de modifier les marques épigénétiques de la région 

où il s’insère, et que d’autres éléments régulateurs cis ont un impact direct sur l’épigénome 

(Biemont 2010; Holoch & Moazed 2015). De la même manière, des épimutations peuvent 
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influencer directement la séquence d’ADN. La 5-méthylcytosine peut être spontanément 

déaminée, la convertissant en thymine, ce qui est source de mutations ponctuelles (Duncan 

& Miller 1980). Selon les auteurs, la déamination de la 5mC surviendrait entre 20 à 40 fois 

plus souvent que n’importe quel autre type de mutations ponctuelles dans le génome 

(Russo et al. 2012). À une échelle génétique plus large, Skinner et al. (2015) ont soulevé que 

des épimutations étaient source de CNV dans les spermatozoïdes. Field & Blackman (2003) 

ont eux aussi associé des changements de méthylation de l’ADN avec une augmentation 

du nombre de copies d’un gène de résistance à un insecticide chez Myzus persicae. 

Similairement, nous avons observé l’apparition de CNV entre nos clones dans l’expérience 

de greffe de sporocystes (bien que nous n’ayons pas été en mesure de lui assigner une 

origine épigénétique directe), mais cela permet de présumer que ce phénomène est peut-

être répandu. Ces réalités indiquent qu’il faut être prudent avant d’assigner une origine 

génétique ou épigénétique à un phénotype, et qu’il est temps de réfléchir à des approches 

plus intégratives de ces deux disciplines, au lieu d’essayer de les analyser séparément.  

 

VI.2.3. Importance de l’analyse individuelle des réplicats biologique 

Dans l’expérience de greffe de sporocystes, nous avons comparé trois individus 

entre une condition environnementale allopatrique et une sympatrique : deux clones du 

génotype Fb, et un du génotype Fa. Nous avons initialement effectué trois types de 

comparaisons chez les cercaires (et ensuite adultes) : (I) en utilisant tous les individus 

sympatriques vs allopatriques, pour identifier les épimutations ciblées par l’environnement 

(II) en comparant entre la condition allopatrique et sympatrique, un seul génotype à la fois, 

pour identifier des différences induites par l’environnement, mais seulement chez un des 

deux génotypes, et (III) en comparant des individus entre eux, peu importe la condition ou 

le génotype, pour détecter des épimutations aléatoires. Ce troisième point a été 

déterminant, car il a mis en évidence que les épimutations aléatoires sont présentes dans 

un ordre de grandeur similaire aux autres types (64 aléatoires pour 51 ciblées). Cette 

analyse s’est avérée particulièrement importante puisque nous avons ensuite constaté que 

45% des épimutations aléatoires sont héritables au stade adulte, alors qu’aucune ciblée ne 

l’est. Dans la littérature, je n’ai pas trouvé d’exemples d’analyses ayant utilisé cette 

approche un-à-un : soit il n’y a pas de réplicats (ce qui est de moins en moins fréquent), soit 

ces réplicats sont analysés comme un tout. Ce problème est aussi relié au fonctionnement 
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des rares logiciels permettant de faire des analyses comparatives entre deux ou plusieurs 

jeux de données de ChIP-Seq (Ernst & Kellis 2012; Schweikert et al. 2013; Shen et al. 2013; 

Chung et al. 2014; Elliott et al. 2014). La grande majorité nécessite impérativement des 

réplicats pour estimer la variabilité entre les échantillons et ensuite identifier les différences 

communes à tous les représentants d’une même condition. Lorsqu’une analyse un-à-un est 

possible, celle-ci reste toutefois contraignante, car il en sort énormément de faux-positifs 

(causé par le bruit de fond normalement éliminé lorsque l’on utilise des réplicats). Dans nos 

analyses sur la greffe de sporocyste, ce problème a été contourné en concentrant nos 

efforts sur les différences très marquées (puis par une inspection visuelle des résultats), au 

risque de perdre de la variabilité aléatoire réelle, mais moins marquée. Ne rechercher que 

les différences communes à tous les échantillons d’une condition peut mener à une 

interprétation biaisée. C’est pour cela qu’il est nécessaire de regarder l’ensemble de la 

variabilité épigénétique entre tous les individus. Nous allons maintenant généraliser ce 

genre d’approche à nos études épigénétiques, et l’appliquer à la comparaison des 

méthylomes de P. damicornis entre individus naïfs et thermotholérants. 

 

VI.2.4. Mesure et quantification de la variabilité observable 

En absence de méthodes d’épimutagénèse ciblées sur une large gamme 

d’organismes, il n’existe toujours pas de seuil biologique clair pour déterminer à quel 

moment une différence épigénétique entre deux conditions est biologiquement 

significative, et peut avoir un impact sur le phénotype. Dans nos analyses de ChIP-Seq, les 

différences d’intensités de pics observés entre deux échantillons sont parfois très fortes et 

flagrantes (présence ou absence de pics), et parfois plus subtiles (changement de la forme 

des pics, ou différence de taille moins marquée). Nous avons choisi une approche 

d’identification très rigoureuse, préférant les faux-négatifs aux faux-positifs. La même 

question peut se poser avec les analyses de méthylation de l’ADN. À partir de quel seuil de 

différence peut-on affirmer qu’une région est différentiellement méthylée par rapport à une 

autre? Empiriquement, nous avons choisi un seuil de 20% de différences en terme de 

cytosine méthylées, sur une longueur d’un minimum de 300 paires de bases, mais ces 

critères sont-ils véritablement réalistes? De plus, comme nous travaillons sur des 

organismes complets, il est plus facile de voir les différences présentes dans tous les tissus 

que les différences spécifiques à un tissu dont les signaux seront dilués par la présence de 
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tous les tissus. Les différences spécifiques à un tissu sont beaucoup plus difficiles à mettre 

en évidence dans des organismes de petite taille comme ceux utilisés durant ma thèse. 

Cependant on ne peut pas exclure qu’une différence très forte, spécifique à un tissu, soit 

détectable. Ainsi, on peut présumer que les fortes différences observées dans nos analyses 

sont, soit des changements dans une majorité des cellules de l’individu, soit des 

changements très forts dans un seul tissu. Dans ces deux cas, celles-ci sont 

vraisemblablement très significatives biologiquement. 

 

VI.3. Origine de la variabilité épigénétique 

Les résultats de la greffe de sporocystes (Chapitre IV) ont montré différents niveaux 

de variabilité épigénétique : (I) ciblée par l’environnement, (II) associée à un génotype 

particulier, peut importe la condition environnementale et (III) aléatoire sans aucun lien 

entre le génotype ou la condition environnementale. Face à ces résultats, on peut réfléchir 

sur l’origine de la variabilité épigénétique observée. Commençons par les ciblées et 

aléatoires, pour lesquelles je peux envisager deux hypothèses principales.  

Il pourrait s’agir d’un effet direct de l’environnement, ce dernier causant des 

réponses ciblées aidant l’organisme à mieux s’y adapter, et d’autres accidentelles (et 

aléatoires), n’ayant pas nécessairement un rôle adaptatif. On parlerait ici d’une origine 

externe de la variabilité épigénétique. Ici, l’environnement consiste en l’organisme du 

mollusque allopatrique ou sympatrique. Nous avons considéré une certaine homogénéité 

de cet environnement entre les mollusques d’une même souche, mais ce n’est peut-être 

pas forcément le cas. Ainsi, peut-être que les modifications aléatoires sont une réponse 

spécifique à l’individu mollusque dans lequel le sporocyste a été greffé. On aurait alors 

deux types de réponses ciblées par l’environnement : une première répondant à des 

caractéristiques communes à tous les mollusques d’une même souche, et une seconde 

plus spécifique au génotype du mollusque dans lequel le sporocyste a été greffé. 

Cependant, étant donné que 64% des épimutations aléatoires (41 sur 64) sont retrouvées 

chez au moins deux individus, peu importe la souche du mollusque ou le génotype du 

parasite, il semble peu probable qu’il s’agisse d’une réponse spécifique à l’individu 

mollusque. La fenêtre de temps durant laquelle surviendraient ces épimutations ciblées et 

aléatoires se situerait après la greffe, lors du développement dans le mollusque receveur. 
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L’autre possibilité est que la variabilité soit d’origine interne, c’est-à-dire qu’il existe 

des mécanismes permettant de créer une diversité épigénétique au sein d’un organisme, 

sans que cela ait un lien avec les conditions environnementales. La fenêtre de temps 

durant laquelle se produiraient ces épimutations est plus difficile à déterminer. Peut-être 

que cette variabilité aléatoire survient en tout temps et durant plusieurs stades 

développementaux du parasite, ou à des moments clefs, par exemple lors de la 

différenciation en sporocystes secondaires avant la greffe, ou bien encore en réponse à un 

stress. Les travaux de Remigi et al. (2014) et Marchetti et al. (2014) ont montré que certains 

mécanismes génétiques pouvaient causer une hypermutabilité dans le génome et 

accélérer l’évolution de la symbiose entre certaines bactéries du sol et des plantes 

légumineuses. Peut-être existe-t-il des mécanismes similaires provoquant une hyper-épi-

mutabilité, permettant une meilleure adaptabilité de l’organisme. Si les épimutations sont 

préexistantes, l’environnement pourrait alors avoir un rôle de sélection. Les sporocystes 

possédant les épimutations les plus favorables (les ciblées) sont sélectionnés lors de la 

greffe et arrivent à survivre. Ceux n’ayant pas ces épimutations n’arrivent pas à s’implanter 

et meurent. Les épimutations aléatoires auraient alors un effet neutre, tout du moins au 

niveau du filtre de sélection environnemental appliqué. Il est finalement envisageable qu’il 

s’agisse d’une conséquence directe de la greffe. Cette technique n’est pas écologiquement 

réaliste, et peut-être que le développement particulier du sporocyste à ce moment-là 

(réversion du sp2 en sp1 puis la génération de nouveaux sp2) est une étape anormale 

générant une variabilité épigénétique aléatoire tout aussi anormale. Dans ce cas, la 

variabilité ciblée serait simplement un ajustement induit directement par l’environnement. 

J’exclus ici la possibilité que la source interne de la variabilité puisse se trouver dans les 

cercaires. Si cela avait été le cas, comme le ChIP-Seq est effectué sur des pools de près de 

10 000 cercaires, une variabilité dans chaque cercaire aurait été noyée dans la population 

et ne serait pas apparue aussi clairement qu’elle ne l’est dans nos résultats. 

Bien entendu, il est plausible qu’il y ait à la fois une origine interne et externe à cette 

variabilité épigénétique. L’héritabilité de ces variants peut nous suggérer que ce soit le cas. 

La différence d’héritabilité entre épimutations aléatoires, dont 45% sont transmises 

somatiquement au stade adulte, et épimutations ciblées par l’environnement, dont aucune 

n’est héritée, est particulièrement intrigante. Bien que cela reste spéculatif, il me semble 

concevable d’imaginer que les épimutations ciblées soient une réponse directe et flexible, 
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induite par l’environnement, pour permettre au sporocyste de s’acclimater à son 

environnement, sans que cela ne représente une contrainte évolutive ou un filtre de 

sélection. À l’inverse, la variabilité aléatoire serait d’origine interne, générant de la diversité 

phénotypique, et permettant le cas échéant de traverser des filtres de sélection 

environnementale. Cette idée est discutée en détail dans la partie VI.4. 

La question sur l’origine induite (par l’environnement) ou aléatoire et préexistante de 

caractères, et leur sélection subséquente par l’environnement n’est pas nouvelle. Dans leur 

célèbre expérience, Lederberg & Lederberg (1952) ont utilisé des répliques sur membrane 

de velours pour transférer des bactéries cultivées sur un milieu non-sélectif vers des boites 

de Pétri avec un agent de sélection (antibiotique). Leurs résultats ont montré une origine 

spontanée du caractère, ce dernier étant ensuite sélectionné par l’environnement. Dans les 

expériences avec l’hycanthone (Chapitre III), l’injection du schistosomicide chez les souris 

infectées représente un stress artificiel, intense et rapide pour le parasite, la molécule 

agissant en l’espace de quelques heures (Pica-Mattoccia et al. 1988; 1992). La dose que 

nous avons utilisée était considérée comme sous-curative (60 mg/kg), mais tout de même 

assez importante par rapport à la dose thérapeutique (80 mg/kg) et provoquant la mort de 

nombreux parasites. Ici, il serait très surprenant que ce stress environnemental ait eu le 

temps d’induire des épimutations permettant une réponse du parasite. Il s’agit plutôt fort 

probablement de la sélection d’un phénotype préexistant chez le petit nombre d’adultes 

survivants. Ainsi, les épimutations que nous avons observées chez les vers résistants 

étaient déjà vraisemblablement présentes avant le stress. Dans notre expérience, comme 

dans celle des Lederbergs, le stress utilisé ne laisse pas beaucoup d’alternative : survie ou 

mort. Que se passerait-il avec un stress moins intense? Le développement des parasites 

dans des hôtes intermédiaires sympatriques et allopatriques est un stress plus faible, 

susceptible de survenir en milieu naturel, et nous observons un certain nombre de 

réponses ciblées entre tous les individus. Les analyses du méthylome de P. damicornis 

entre individus jamais stressés et thermotolérants pointent dans la même direction. 

L’intensité du stress environnemental pourrait moduler son impact sur l’épigénome de 

l’organisme : agent inducteur d’épimutations dans le cas de stress faibles et agent de 

sélection d’épimutations préexistantes dans le cas de stress plus violents. Une bonne 

manière de vérifier cette hypothèse serait d’adapter une fois de plus l’expérience de 

Lederberg, avec des individus génétiquement identiques (en théorie en tout cas), de les 
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exposer à différentes intensités d’un même stress (faible, fort, ou croissant) et d’observer 

l’impact sur l’épigénome. Cela aurait pu être fait, par exemple, en utilisant des doses 

beaucoup plus faibles d’hycanthone, causant une baisse de fitness mais sans létalité, et 

d’observer si on retrouvait les mêmes épimutations que celles identifiées dans les adultes 

survivants, mais de manière plus répandue au sein des clones.  

Je termine sur le cas des épimutations associées au génotype. Initialement, leur 

origine me semblait très simple et très tranchée. Elle devait trouver leur source dans des 

mécanismes en cis par des séquences d’ADN ou d’autres mécanismes de maintenance 

spécifiques au génotype étudié. Toutefois, et encore une fois bien que cela reste très 

hypothétique, il pourrait s’agir d’épimutations aléatoires générées dans la précédente 

génération du parasite (i.e. les parents) et transmis ensuite à la descendance. Pour vérifier 

cette hypothèse, il faudrait suivre sur une ou deux générations du cycle de vie de S. 

mansoni comment évoluent ces épimutations aléatoires, et si celles transmises 

somatiquement entre cercaires et adultes finissent aussi par être héritées méïotiquement. 

 

VI.4. Rôle évolutif de la variabilité épigénétique 

Victor Jollos définit les Dauermodifikations comme des caractères acquis, transmis 

durant quelques générations successives, mais sans être incorporés dans l’hérédité 

permanente de la souche (Jollos 1924). À l’époque, la nature de cette héritabilité temporaire 

était inconnue, bien qu’il ait été suggéré qu’elle puisse être d’origine cytoplasmique. Dans 

les trois Dauermodifikations présentées dans ce manuscrit (induction de résistance à 

l’hycanthone, effet de l’hôte intermédiaire sur le sex-ratio de S. mansoni et 

thermotholérance chez P. damicornis), nous avons pu faire corréler des mécanismes 

épigénétiques. Cela ne signifie pas qu’ils sont les seuls acteurs, mais ils jouent fort 

probablement un rôle significatif. Il est légitime de se demander quel est l’impact évolutif de 

ces Dauermodifikations, et de la variabilité épigénétique qui s’y est trouvée associée.  

L’héritabilité des épimutations aléatoires lors de la greffe de sporocystes me semble 

être le résultat le plus intéressant sur cet aspect évolutif. Des cercaires génétiquement 

identiques montrent une variabilité épigénétique aléatoire, dont la moitié est transmise au 

stade développemental suivant. Cela signifie qu’il existe des mécanismes permettant de 
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générer une diversité épigénétique. En l’absence de données de transcriptomiques pour 

ces greffes, nous n’avons pas pu associer cette diversité à des phénotypes moléculaires 

et/ou adaptatifs, mais cela semble probable vu que 79% de ces épimutations se trouvent à 

l’intérieur de régions transcrites à un moment ou un autre du cycle de vie de S. mansoni. 

Pour l’instant, il n’est pas possible de savoir si ce mécanisme générateur d’épimutations est 

complètement aléatoire au sein du génome, ou s’il favorise des régions particulières. 

Cependant, l’absence de changements de structure chromatinienne au sein des séquences 

répétitives et la grande proportion d’épimutations dans des régions transcrites fait pencher 

la balance vers la seconde possibilité. L’héritabilité d’une proportion de ces épimutations 

fait en sorte que, si elles participent à un phénotype, elles peuvent contribuer à la sélection 

naturelle, et donc avoir une fonction évolutive.  

On peut se poser la question de l’intérêt d’un autre système que celui de la mutation 

somatique pour générer de la diversité moléculaire et éventuellement phénotypique. La 

réponse est double. Premièrement, la réversibilité des épimutations offre un degré de 

plasticité qui n’est pas disponible avec la mutation somatique. En effet, dans l’éventualité 

d’une épimutation « défavorable », il y a toujours possibilité d’un retour en arrière, ce qui est 

moins facilement le cas avec la mutation. La seconde raison est reliée à la fréquence 

d’apparition des épimutations. Les travaux de van der Graaf et al. (2015) ont montré que la 

vitesse d’apparition des épimutations est beaucoup plus élevée que celui des mutations 

ponctuelles. Ainsi, les épimutations offrent un moyen rapide et plastique de générer de la 

diversité, pouvant mener à de nouveaux phénotypes.  

La prochaine étape sera de déterminer s’il existe une héritabilité transgénérationelle 

des Daeurmodifikations que nous avons étudiées. Nous soupçonnons que cela puisse être 

le cas. Pour le corail, les nouveaux polypes produits durant la croissance de la colonie sont 

thermotholérants même sans avoir connu de stress thermique. Les travaux de Jansma et al. 

(1977) et Brindley & Sher (1987) ont indiqué une héritabilité métastable de la résistance à 

l’hycanthone. Pour l’effet du développement  du parasite dans des souches de mollusques 

différents, nous disposons déjà des échantillons de cercaires, adultes et miracidia d’une 

seconde expérience de greffe de sporocystes. Il sera relativement aisé de voir quelles sont 

les épimutations transmises lors de la reproduction sexuée. Une héritabilité à la génération 

suivante des épimutations aléatoires consoliderait leur importance évolutive. 
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Dans l’expérience de greffe de sporocystes, nous avons aussi observé des variations 

non-héritables, qu’elles soient ciblées par l’environnement ou aléatoires. Victor Jollos 

décrivait également des variations non transmises à la descendance lors de ses 

expériences sur les Dauermodifikations (Jollos 1934). Darwin déclarait qu’une variation non-

héritée n‘a pas d’importance évolutive (Darwin 1859). Si on réfléchit à cette affirmation au 

sens évolutif strict, il est difficile de la contester. Cependant, n’est-il pas envisageable que 

des variations non-héritables puissent tout de même avoir un impact indirect sur 

l’évolution? Dans le cas des épimutations ciblées par l’environnement, si elles permettent 

une amélioration de la fitness lorsque l’individu se trouve dans un environnement sous-

optimal, cela peut tout de même influencer la transmission des autres traits héritables de 

l’individu. Je ferai ici un parallèle avec la notion de développement, intimement associée 

aux origines de l’épigénétique. Comme on l’a vu dans l’exploration de l’épigénome de S. 

mansoni (Chapitre II), le changement de stade développemental s’associe à des 

changements d’environnements très marqués (cercaires dans un milieu aquatique, et 

schistosomules/adultes dans l’hôte vertébré) et un bouleversement majeur et rapide (en 

l’espace de quelques heures) de la structure chromatinienne. La structure chromatinienne 

de chaque stade développemental n’est pas « héritée » d’un stade à l’autre, mais c’est sa 

répétition à chaque génération à un moment clef du développement qui permet au parasite 

de continuer son cycle de vie. Il en va peut-être de même pour les épimutations ciblées par 

nos changements d’hôtes allopatriques et sympatriques. Bien sûr, dans cet exemple 

comme dans celui du développement, on peut aussi considérer que c’est la plasticité de la 

structure chromatinienne qui est le trait héritable et adaptatif, et pas les changements que 

nous observons directement.  

Pour faire une synthèse de tous les résultats de mon travail sur les 

Dauermodifikations, je propose un système à deux niveaux pour répondre aux 

changements de l’environnement. (I) Dans le cas d’un stress environnemental faible, ayant 

un impact léger sur la fitness, l’organisme peut répondre par des épimutations ciblées, 

offrant une plasticité à l’individu et lui permettant d’ajuster sa fitness. En l’absence du 

maintien du stress, ces changements ciblés ne persistent pas et ne sont pas hérités car le 

stress environnemental n’est pas suffisamment fort pour créer un filtre de sélection (Figure 

31). Toutefois, si le stress est maintenu, on peut imaginer que ces épimutations persistent 

quelques générations, comme cela est suggéré dans les modèles de Pál & Miklós (1999) et 



Chapitre VI : Discussion 

 
216 

Klironomos et al. (2013). (II) Dans le cas d’un stress environnemental rapide et intense, il y 

aura une sélection des phénotypes les mieux adaptés. Ces phénotypes peuvent avoir 

comme source des mutations aléatoires, comme c’est classiquement admis, mais aussi des 

épimutations aléatoires. L’héritabilité de ces dernières permet de maintenir le phénotype 

sur plusieurs générations pour répondre efficacement au stress s’il se prolonge. Sur le long 

terme, ces épimutations peuvent se retrouver fixées (par conversion en mutation génétique 

par exemple) ou canalisées, si le stress perdure, ou être réversibles et régénérer le 

phénotype de départ ou de nouveaux phénotypes (Figure 32). Ce modèle reste à 

approfondir, mais me semble être en mesure d’expliquer les Dauermodifikations observées 

par Victor Jollos ou le phénomène de canalisation décrit par Conrad Waddington.  

 
Figure 31 : Modèle de réponse à un stress environnemental modéré (sans pression de sélection). Étape I : 
deux individus aux génotypes identiques, mais épigénotypes différents (celui du haut ayant une épimutation 
aléatoire jouant sur la forme) produisent des phénotypes différents, mais adaptés à l’environnement 
(symbolisé par la conjonction des couleurs du phénotype et de l’environnement). Étape II : les deux individus 
pénètrent dans un nouvel environnement, et des épimutations ciblées ajustent la fitness à ce nouveau milieu 
(changement de couleur correspondant à l’environnement). Étape III : les deux individus retournent dans 
l’environnement initial, et il y a réversion des épimutations ciblées pour retourner au phénotype de départ. 
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Figure 32 : Modèle de réponse à un stress environnemental fort (avec pression de sélection). Étape I : deux 
individus aux génotypes identiques, mais épigénotypes différents (celui du haut ayant une épimutation 
aléatoire jouant sur la forme) produisent des phénotypes différents, mais adaptés à l’environnement 
(symbolisé par la conjonction des couleurs du phénotype et de l’environnement). Étape II : un changement 
environnemental brusque se produit, et seul l’individu au phénotype carré (causé par l’épimutation aléatoire) 
peut traverser le filtre de sélection. L’individu du bas disparaît (symbolisé par les X rouges). Dans l’éventualité 
où le stress se maintient sur plusieurs générations (Étape IIIa), le phénotype se retrouve canalisé, soit par des 
changements de la séquence d’ADN, soit par une fixation de l’épigénotype. L’épimutation initialement 
aléatoire, une fois fixée, pourrait correspondre à une épimutation génotype-spécifique. Si au contraire il y a un 
retour rapide dans l’environnement initial (Étape IIIb), on peut supposer, au fil des générations, un retour au 
phénotype étoile par réversion de l’épimutation aléatoire, ou l’apparition de nouveaux phénotypes par des 
nouvelles épimutations aléatoires (phénotype hexagonal). 

 

En me basant sur les expériences sur la résistance à l’induction et sur l’effet de la 

souche d’hôte intermédiaire (greffe de sporocyste), j’ai émis l’hypothèse qu’il puisse y avoir 

deux types de réponses épigénétique différentes en fonction de la nature du stress 

environnemental : (I) sélection d’épimutations préexistantes dans un stress fort, 

potentiellement létal, ou ayant un impact fortement négatif sur la fitness, et (II) induction 

d’épimutations par l’environnement dans un stress plus modéré.  



Chapitre VI : Discussion 

 
218 

Il serait intéressant d’observer sur plusieurs générations si l’intensité du stress et sa 

récurrence peuvent avoir un impact sur le taux d’épimutations aléatoires et/ou ciblées, et 

dans quelle mesure un phénotype causé par des épimutations ciblées peut être canalisé. 

Traditionnellement, on considère que des pressions de sélection fortes sont des moteurs 

de l’évolution adaptative, mais il est tout aussi envisageable que des pressions plus faibles 

soient en mesure d’avoir un rôle continu sur la dynamique évolutive, mais avec des effets 

(phénotypiques par exemples) plus subtils et moins évidents à détecter. 
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Presque un siècle après la première description des Dauermodifikations par Victor 

Jollos, nous commençons à avoir des éléments de réponses sur l’origine de ce 

phénomène. Durant cette thèse, j’ai cherché à savoir dans quelle mesure les modifications 

épigénétiques pouvaient être impliquées dans ces phénotypes induits par l’environnement, 

et à cerner leur héritabilité. Ces deux objectifs ont été atteints au travers des expériences 

présentées, mais il reste encore beaucoup à faire avant d’avoir le fin mot de l’histoire. 

Sur le volet Schistosoma, une analyse plus pointue des différences de structure 

chromatinienne entre cercaires, schistosomules et adultes est en cours, et une publication 

est en préparation. Je propose ensuite de tenter de déterminer dans quelle mesure les 

épimutations observées sont héritables méïotiquement. Les changements aléatoires de 

structures chromatiniennes hérités entre cercaires et adultes seront-ils transmis aux 

miracidia de la génération suivante? Les échantillons pour répondre à cette question sont 

déjà prêts, et permettront en plus d’approfondir nos connaissances sur l’épigénome des 

miracidia.  

Sur le volet corail, nous savons maintenant qu’il ne faudra pas seulement regarder 

les régions différentiellement méthylées (DMR) communes à tous les réplicats d’une 

condition, mais également rechercher à caractériser la variabilité épigénétique aléatoire. 

Nous avons la chance d’avoir des données transcriptomiques, et il sera alors peut-être 

possible de corréler DMR et phénotypes moléculaires. Bien entendu, les analyses 

génétiques et de l’holobionte nous donneront aussi une vision plus claire de l’origine de la 

thermotolérance.  

Globalement, ces travaux offrent aussi une réflexion sur les aspects expérimentaux à 

prendre en compte pour l’étude des mécanismes moléculaires sous-jacents aux 

Dauermodifikations et pour mieux discriminer les implications de la génétique et de 

l’épigénétique dans les phénotypes induits par l’environnement. La prochaine étape sera 

d’ajouter une dimension fonctionnelle à nos analyses, de manière à ne plus rester dans le 

domaine du corrélatif. L’émergence des outils d’édition épigénétique, basé sur la protéine 

TAL, les doigts de zincs synthétiques et autres (Koferle et al. 2015), devrait permettre 

l’accomplissement de cet objectif dans les années à venir. 
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IX.1. Annexe 1 : Publication supplémentaire 1 

IX.1.1. Mise en contexte 

Avant l’arrivée des technologies de séquençage massif, la variabilité génétique 

d’une souche de S. mansoni au laboratoire était estimée par l’analyse microsatellite sur 

quatorze marqueurs neutres. Par exemple, une de nos souches, SmBre, était couramment 

utilisée pour les expériences pour lesquelles une lignée isogénique était désirée car elle ne 

montrait aucune diversité sur l’ensemble de ces marqueurs. Une fois que le séquençage 

Illumina nous a été accessible, il a été décidé de mieux caractériser la variabilité génétique 

de nos souches de parasites. Un séquençage populationnel a été accompli sur une 

centaine d’individus adultes, pour chacune des souches SmBre et SmGua, les plus 

couramment utilisées dans notre laboratoire.  

Ma participation à ce projet s’est située au niveau de la mise en place des outils 

bioinformatiques nécessaires pour analyser les données de séquençage massif. L’intérêt 

était de rendre accessible des logiciels en lignes de commandes, souvent cryptiques, aux 

biologistes sans expérience en bioinformatique. Ces logiciels ont été inclus dans l’instance 

locale de Galaxy que j’ai installée et optimisée. Il s’agit une interface graphique web 

permettant d’effectuer plusieurs dizaines de types d’analyses en quelques clics de souris. 

Cette interface est depuis maintenue par notre bioinformaticien Cristian Chapparo, et est 

accessible à l’adresse http://bioinfo.univ-perp.fr. J’ai également participé à l’analyse des 

données et à leur visualisation sur le navigateur de génome GBrowse que j’ai également 

mis en place, et qui est consultable à l’adresse http://genome.univ-perp.fr. 

 

IX.1.2. Publication associée 

Les résultats de l’analyse génétique des populations de nos deux souches de S. 

mansoni ont été publiés dans la revue PLoS Neglected Tropical Disease en décembre 

2013 sous le titre  « Private selective sweeps identified from next-generation pool-

sequencing reveal convergent pathways under selection in two inbred Schistosoma 

mansoni strains ». Les figures et tableaux supplémentaires sont disponibles à l’adresse : 

http://journals.plos.org/plosntds/article?id=10.1371/journal.pntd.0002591.  
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Abstract

Background: The trematode flatworms of the genus Schistosoma, the causative agents of schistosomiasis, are among the
most prevalent parasites in humans, affecting more than 200 million people worldwide. In this study, we focused on two
well-characterized strains of S. mansoni, to explore signatures of selection. Both strains are highly inbred and exhibit
differences in life history traits, in particular in their compatibility with the intermediate host Biomphalaria glabrata.

Methodology/Principal Findings: We performed high throughput sequencing of DNA from pools of individuals of each
strain using Illumina technology and identified single nucleotide polymorphisms (SNP) and copy number variations (CNV).
In total, 708,898 SNPs were identified and roughly 2,000 CNVs. The SNPs revealed low nucleotide diversity (p= 261024)
within each strain and a high differentiation level (Fst = 0.73) between them. Based on a recently developed in-silico
approach, we further detected 12 and 19 private (i.e. specific non-overlapping) selective sweeps among the 121 and 151
sweeps found in total for each strain.

Conclusions/Significance: Functional annotation of transcripts lying in the private selective sweeps revealed specific
selection for functions related to parasitic interaction (e.g. cell-cell adhesion or redox reactions). Despite high differentiation
between strains, we identified evolutionary convergence of genes related to proteolysis, known as a key virulence factor
and a potential target of drug and vaccine development. Our data show that pool-sequencing can be used for the detection
of selective sweeps in parasite populations and enables one to identify biological functions under selection.
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Introduction

In addition to their obvious importance as threats to physical
and economical well-being, parasites constitute an interesting
group of organisms in which to investigate adaptation and
selection. Parasites closely interact with their hosts and entirely
depend on them for reproduction and survival. Thus, any change
in a host population, which for example decreases parasite ability
to penetrate host tissue, will reciprocally select for a change in the
parasite such as mechanisms favouring evasion of host resistance
to infection. Such an evolutionary arms race [1,2] has been well
studied in Schistosoma mansoni during the interaction with its
intermediate host snail [3–6]. S. mansoni is a parasitic platyhelminth

infecting humans in Africa, the Arabian Peninsula, and South
America. It is responsible for the most severe parasitic disease after
malaria in terms of morbidity [7–10] killing 200,000 people
(WHO Technical Report Series 912: prevention and control of
schistosomiasis and soil transmitted helminthiasis (WHO, Geneva,
2002)). S. mansoni’s life cycle is characterized by the passage
through two obligatory hosts. Parasite eggs are emitted with the
faeces of the definitive human or rodent host, but can also
accumulate in the liver and cause the symptoms of the disease.
When the eggs in host faeces come into contact with water, free-
swimming larvae (miracidia) hatch and actively seek their specific
intermediate host snails. After active penetration through the
tegument, the parasite develops via a primary (mother) sporocyst,

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org 1 December 2013 | Volume 7 | Issue 12 | e2591



then daughter sporocysts releasing the cercariae that infect the
vertebrate host. Then, sexual differentiation takes place within this
definitive host and the mating of male and female worms leads to
new egg production.

In natural populations, snail/schistosome combinations present
different levels of compatibility (i.e. the ability for the parasite to
penetrate and develop in the host) [3,4]. Previous comparative
approaches between a Brazilian (BRE) and Guadeloupean (GH2) S.
mansoni strains showed that while the first is compatible with a
sympatric Biomphalaria glabrata strain from Brazil, the latter is much
less compatible [7]. Compatibility levels of these strains (and several
others not presented in this study) are stable after several years of
maintenance under laboratory conditions (Supplementary figure
S1). This particular feature has made it possible to elucidate partially
the molecular basis of the compatibility polymorphism at the global
proteomic [3,4,7–11] and epigenetic scales [12]. In addition, these
strains present significant differences in several life history traits, such
as chronobiology in cercarial emission [11] and number of mother
sporocysts [7]. They are therefore ideal models to investigate
signatures of selection at the whole genome scale in S. mansoni and to
elucidate the genetic basis of phenotypic variation for this parasite.

Three major classes of polymorphisms are responsible for
variations in the genotype: (i) single nucleotide polymorphisms
(SNPs), a modification of the nucleotide information at a single
position, (ii) insertions and deletions (indels) and (iii) structural
polymorphisms such as copy number variation (CNV), resulting from
tandem duplications of genome segments. These variations can
produce by chance favourable, neutral or deleterious phenotypic
variations leading to greater, equal or lower fitness, respectively. With
the recent advent of Next Generation Sequencing (NGS), hundreds
of complete eukaryotic genomes are now available together with
huge amounts of data on gene expression and genomic polymor-
phisms. Standard methods from population genetics to detect
selection [3,4,7,13,14] can theoretically be applied to large-scale
genomic data, but improvements have been needed to take into
account the SNP ascertainment process [15].

These improved methods have been successfully applied to answer
different biological questions dealing with the adaptive process, such

as biological invasions [11,16], gene selection in human populations
[7,17], and domestication [18,19]. An obstacle for small organisms is
the amount of DNA required for library generation and sequencing.
In this context, pool-sequencing provides an alternative. The method
consists of DNA extraction from a large number of individuals from a
population (pool) followed by massive sequencing. SNP frequencies
and distributions are then extracted from the sequencing data. While
in principle straightforward, current methods for the detection of
selective sweeps from pooled sequence SNPs had to be adapted. We
used pool-HMM [20–22] in the current work. In this statistical
method, the inference of selective sweeps (i.e. the elimination of
standing variation in regions linked to a recently fixed beneficial
mutation) is based on the allele frequency spectrum (AFS) assessed in
a sliding window along each chromosome. Our approach allowed
sequencing a sufficient number of individuals at moderate costs and
to apply population genetics approaches without affecting population
genetics estimators [23].

CNV detection is often performed by microarray-based
methods comparing two genomes [1] but recent developments
such as CNV-seq [24] have extended the method to NGS data. It
takes advantage of the variation in the number of short reads
aligned in a sliding window along each chromosome to assess
CNV at the whole genome scale. As differences in CNV within the
same species have been recognized to be involved in adaptive
evolution [25,26], we used NGS data to investigate the proportion
of this type of variation in our comparative approach.

In the case of S. mansoni, we benefit from the availability of a genome
assembly [27], facilitating the use of NGS-based strategy for the
detection of regions under selection. In this work, we have characterized
SNPs from whole genome pool-sequencing data and described their
distribution before applying the new population genomics method of
Boitard et al. [21,22] for detecting selective sweeps as signatures of past
selection in these two populations. We also describe differences in copy
number variations (CNV) between the two populations as another
signature of selection. We finally investigated functional aspects of all
genomic regions corresponding to either private selective sweeps or
structural variation and proposed evolutionary and ecological inter-
pretations to these genetic differences found between and within BRE
and GH2 strains at the whole genome scale.

Materials and Methods

Ethics statement
We adhered to national ethical standards established in the writ of

February 1st, 2013 (NOR : AGRG1238753A) setting the conditions
for approval, planning and operation of establishments, breeders and
suppliers of animals used for scientific purposes and controls. The
Ministère de l’Agriculture et de la Pêche and 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 national ethical standards.

Microsatellite analysis
DNA of twenty individual worms (10 males and 10 females) of

each strain was individually extracted and genotyped using 15
microsatellite markers. Methods for DNA extraction and micro-
satellite amplifications were previously published [28].

Schistosoma mansoni DNA preparation for high
throughput sequencing

Two Schistosoma mansoni strains, one collected in Brazil (BRE)
and the other in Guadeloupe (GH2) were used in this study. Each

Author Summary

Adaptation of parasites to their environment is governed
by the principle of selection. Favourable mutations are
fixed in populations while deleterious mutations are
progressively eliminated. Here, we aimed to find signa-
tures of selection in two strains of Schistosoma mansoni,
the causative agent of intestinal schistosomiasis. The
strains differ in specific characters, in particular in their
capacity to infect intermediate host snails. The reason for
this is unknown and understanding it could help control
the spreading of the disease. Finding footprints of
adaptation to different snail hosts would lead to the
discovery of genes that are particularly important for the
interaction. Since a single parasite does not contain
sufficient DNA to be sequenced, we pooled several
individuals, sequenced them as a whole analysed them.
In the regions under selection we found genes that are
indeed linked to the parasitic lifestyle. We also discovered
that natural selection led to diversification of genes that
are related to proteolysis, the process by which the
parasite destroys host tissue. The related proteins are
considered good targets for drug development and
vaccination. Our results suggest that in natural populations
many variants of these genes exist and that they evolve
rapidly, which might hamper therapeutic approaches.

Selective Sweeps and CNVs in S.mansoni
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strain was maintained in its sympatric intermediate host (the mollusk
Biomphalaria glabrata) and in the mouse (Mus musculus) or the hamster
(Mesocricetus auratus) as a definitive vertebrate host. Genomic DNA
was isolated from a pool of a hundred adult individuals. Parasite
tissues were digested with 300 mg/L Protease K (Merck, Darmstadt,
Germany) in 20 mM TRIS pH 8; 1 mM EDTA; 100 mM NaCl;
0.5% SDS at 55uC overnight. DNA was extracted by two successive
rounds of phenol/chloroform followed by chloroform extraction.
Precipitation of DNA was done by adding an equal volume of
isopropanol/sodium acetate at room temperature [29] and DNA was
collected by centrifugation at 12000 rpm for 30 min. After washing
with 1 mL of 70% ethanol and air drying, DNA was dissolved in
200 mL of ultrapure water. Quality control and quantification were
performed using a spectrophotometer (BioPhotometer, Eppendorf
AG, Hamburg, Germany). Twenty mg of DNA was sent to the
Montpellier (France) GenomiX facility for Illumina sequencing. Both
pooled DNA samples thus represented a random sample from BRE
and GH2 populations. If not otherwise stated, reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Illumina (pool-) sequencing
Illumina library production. The Illumina TruSeq DNA

sample preparation kit (FC-121-2001, Illumina Inc., San Diego,
USA) was used according to the manufacturer’s six-steps protocol:
1) 1 mg of DNA was sonicated for 20 minutes by using a Bioruptor
(power set on ‘‘High’’, cycles of 30 seconds ‘‘ON’’ and 30 seconds
‘‘OFF’’); 2) Extremities of sonicated DNA fragments were
repaired; 3) an A-base was added to these extremities; 4) Universal
(59-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTC-
CCTACACGACGCTCTTCCGATCT-39) and strain-specific
(C: 59-GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC-
TGACCAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-39 ; IC: 59-
GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCGAT-
GTATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-39) adapters were
then ligated to these extremities ; 5) DNA products were migrated
on 2% agarose gel and 500 bp+/225 fragments were purified
(DNA insert size of 380 bp+/225); 6) 12 cycles of PCR
amplification were performed to select only DNA fragments
carrying both universal and strand specific adapters; 6) Libraries
were then validated and quantified on a DNA1000 chip on a
Bioanalyzer (Agilent) to determine size and concentration.

Illumina library clustering and sequencing conditions. The
cluster generation process was performed on cBot (Illumina Inc.) by
using the Illumina Paired-End DNA sample preparation kit (FC-102-
1001, Illumina Inc.). DNA libraries were denatured using 0.1 N
NaOH then diluted to 8 pM. Diluted libraries were first hybridized to
the flow cell (one library per lane) and then amplified leading to DNA
cluster formation. After DNA linearization and free-extremity
blocking, the first sequencing primer was hybridized to the free-
extremity of DNA fragments. Both S. mansoni strains were paired-end
sequenced on the HiSeq 2000 (Illumina Inc.), using the SBS
(Sequence By Synthesis) technique. Paired-end sequencing consisted
of sequencing of the first extremity of DNA fragment, followed by the
reversal of DNA molecules before the sequencing of the second
extremity. Fluorescence was acquired by a camera and image
analysis was performed by using HiSeq Control Software (Illumina
Inc.). Base calling was achieved by using the RTA software (Illumina
Inc.), which corrected and transformed the optical signal from a
nucleotidic base. Reads of 100 bp from both sides of the fragments
were thus obtained after this step.

In silico SNP identification
If not otherwise stated, software was used with default

parameters. The Fastx-toolkit version 0.0.13 (http://hannonlab.

cshl.edu/fastx_toolkit/index.html) was used for quality control
and initial cleaning of the sequencing reads. Adaptators were first
removed and the three last bases were trimmed from reads
because they showed global poor quality scores (Phred quality
score ,24) in most reads. We then filtered reads by their quality
score and retained only reads for which at least 90% of the bases
had a minimum Phred quality score of 24 (corresponding to less
than 1 incorrect base call in 100 and more than 99% of base call
accuracy). Paired-end data were then considered as two subsets of
single-end data. Reads were aligned onto the reference genome
version 5.2 [27] with the Bowtie software version 0.12.7 [30].
Because 47% of the S. mansoni genome consists of repeated
sequences [31] we did not allow for alignment of reads that
matched more than one time to avoid false positives in subsequent
SNP calling. We allowed 2 mismatches and used the ‘‘best’’ and
‘‘strata’’ options. SNP calling was done with Freebayes software
version 0.9.5 (https://github.com/ekg/freebayes) with parameters
–min-coverage –min-alternate-fraction –min-alternate-total –
pooled –ploidy 20. We tested a minimum coverage of 10 or 20
reads per SNP position (–min-coverage 10 or 20) with a minimum
of 2 reads supporting the variant allele (–min-alternate-total 2) and
with a minimum frequency of variant of 0.02 (–min-alternate-
fraction 0.02). By retaining only SNP that met these conditions, we
prevented mistakes in SNP discovery due to errors during base
calling and we allowed the discovery of rare variants (up to a
frequency of 0.02). Among all SNPs, we identified rare and
frequent SNPs by using a 20% threshold as proposed in other
studies [17,32]. In silico verification of SNP calls was performed by
choosing at random 20 SNPs per chromosome and per strain for
each minimum coverage value 10 and 20, corresponding to a total
of 640 SNPs. We visually checked the number of reads, the
number of variant allele and the alternative base identity with the
Next Generation Sequence Assembly Visualization software
Tablet [33]. All further analyses were done on the dataset
obtained with the option –min-coverage 20.

In vitro SNP verification
To confirm SNP calling, we PCR amplified (primers in Table

S8) and re-sequenced 14 DNA fragments covering a total of 22
SNPs. We used a specific melting temperature for each primer pair
(Table S8). Sequencing was performed for each PCR product in
forward and reverse directions by the GATC biotech AG
Company (Konstanz, Germany) using Sanger technology. Se-
quences were aligned on the reference sequence with Sequencher
software version 4.5 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA)
and SNPs were visually confirmed.

Structural variants
We used CNV-seq to detect copy number variation [24] using a

1026 p-value threshold. Briefly, this algorithm uses variation in
sequence coverage in a sliding window between genomic reads
mapped to a reference genome to detect variations in sequence
copy numbers. Plots were drawn using the associated cnv package
in R. We manually checked protein-coding genes contained in the
20 largest genomic regions and the 20 regions with the highest
difference in copy number between the BRE and GH2 strain by
using the coordinates of the regions in the Schistosoma mansoni local
Gbrowse instance of the genome (http://genome.univ-perp.fr).

Characterization of genetic variability
We used standard tools available on a local Galaxy instance [34]

to extract information from the pool-sequencing data. Samtools
version 0.1.18 [33] was used to produce mpileup files with read
coverage information and call quality from the alignment BAM

Selective Sweeps and CNVs in S.mansoni
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files. Nucleotide diversity was evaluated using the unbiased
Tajima’s Pi and Watterson Theta estimators proposed by Futschik
and Schlotterer [35] and implemented in Popoolation [36].
Briefly, along each chromosome, each estimator was computed in
50 kb sliding windows (with an overlap of 25 kb between
consecutive windows) with the following additional options –
min-count 2 –min-coverage 4 –max-coverage 400 –min-qual 20.
Considering smaller (10 kb) or larger (100 kb) window size did not
affect the results. Fixation index (Fst) was assessed on SNPs by
using Popoolation2 [37]. We considered all SNPs for which at least
6 reads supported the minor allele for both population simulta-
neously (–min-count 6), and with a coverage ranging between 20
and 200 reads (–min-coverage 20 ; –max-coverage 200). Mean
fixation index between BRE and GH2 was calculated as the
average of all Fst values obtained for individual SNPs.

Whole-genome scan for footprints of selection
In the current version of the genome, the Z and the W

chromosomes are put into a single linkage group [27] despite their
physical separation into two chromosomes. SNPs could therefore
reflect differences between Z and W and not between target and
reference genome. For this reason we excluded them from further
analyses of selection. To identify footprints of selection on the 7
autosomes of Schistosoma mansoni from BRE and GH2 pool
sequences, we relied on the approach recently proposed by
Boitard et al. [21] implemented in the pool_hmm program [22].
The following option were used to run the analyses:-C 1000 -k 1e-
10 –pred -t hw, where hw corresponds to the average unbiased
Watterson theta estimator of nucleotide diversity for the popula-
tion of interest (see above). This method relies on the study of the
allele frequency spectrum (AFS) within sliding windows along the
genomic sequences. The AFS is expected to be distorted in regions
subjected to selection. The model allows estimating the probability
of each SNP to belong to one of the three possible (hidden) states (i)
neutral, (ii) intermediate and (iii) selected. In practice, one of the
critical parameter of the model (defined with the –k option) is the
transition probability q assumed between states. The larger the q,
the less evidence is required for transition to selection and the
more sweep candidates will be detected. In our analyses, we used
q = 10210 but also tested less stringent values (q = 1029). As shown
in Table S9 and as expected, this leads only to a slightly higher
number of footprints. We identified overlapping and private
selective sweeps between the two strains by comparing their
genomic position for each chromosome. As some genomic region
swept in one strain could overlap several shorter regions swept in
the other strain (and vice versa), we counted overlapping regions as
the exact number of genome fragments really overlapping (i.e.
counting the number of shorter instead of counting only the larger
region covering them). Private selective sweeps of each strain
correspond to all genomic regions that strictly did not overlap any
sweeps of the other strain. Identification of known transcripts in
private selective sweeps for both strains was performed using the
genome coordinates of the regions and the Schistosoma mansoni local
Gbrowse instance of the genome. Confidence index was calculated
for each specific selective sweep as the maximum of 2log(1-qi) over
the window, where qi is the posterior probability of hidden state
‘‘Selection’’ given after simulations.

Functional characterization of selected genes
To characterize the molecular functions of the transcripts

contained in selective sweeps, we first performed functional
annotations of a recent S. mansoni transcriptome (unpublished
results) by using the Blast2GO software [38]. After the blast step,
we mapped gene ontology (GO) terms (BRE: NodeScore = 10,

alpha = 0.4; GH2: NodeScore = 15, alpha = 0.2). We then scanned
the proteins with Interproscan [39] and performed GO-Enzyme
code mapping to improve annotations before running the
annotation step. We finally merged results from these three
annotation methods before making functional analyses. We
checked if our lists of transcripts matched with proteins that were
identified in an earlier study comparing these two strains at the
proteomic level [3] using tblastn on the 5.2 version of the S. mansoni
genome. Results were verified by visual inspection on a local
GBrowse instance of the genome and transcriptome. We then
performed functional analyses with Blast2GO tools for the list of
transcripts from selective sweeps but not for the list of protein-
coding genes from CNV data because this latter list was not
exhaustive (see the ‘‘Structural variants’’ previous section).
Enrichment analysis was performed for each strain by using the
Fisher’s exact test with the P-value filter mode set at the default
value of 0.05 (Bonferroni correction is applied). Combined graphs
were then drawn for each strain from two kinds of data: i) the total
list of transcripts found in selective sweeps and ii) the reduced list
of transcripts obtained after enrichment analysis. In both cases,
Score alpha and Seq Filter value were set at the default values of
0.6 and 5 respectively. Graphs displaying process or function were
built on the node score criterion set at the value of 10 or 15
depending on the graph complexity obtained. We also compared
molecular pathways in which selection was found by building
KEGG maps for each strain within the Blast2GO application.

Synonymous vs. non-synonymous SNPs
SNPEff was used to scan synonymous and non-synonymous

SNPs in exons of the whole genome of our parasite model. We
downloaded the GFF3 file for the latest assembly (v5.2, nov. 2011)
from the Sanger centre (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/
Schistosoma/mansoni/genome/GFF/Smansoni_gff_21032012.tar.
gz) and modified it using custom scripts so that gff data and fasta data
were separated. We then built a SnpEff database using snpEff.jar
with ‘‘build -gff3’’. A total of 13,385 genes and 14,395 transcripts
were detected. The snpEff.config file was modified accordingly and
snpEff run with the following parameters: -c snpEff.config -i vcf -o txt
-upDownStreamLen 5000 -no None –stats.

Statistical analyses
If not otherwise mentioned, statistical analyses were done on R

version 2.15.1 [40]. To test if the SNP density was correlated to
the chromosome or the strain, we constructed linear models and
tested for the significance of parameters (p.0.05) by analyses of
variance (ANOVAs).

Data availability
Sequencing reads are available at the NCBI sequence read

archive under study accession number SRP016500 (alias
PRJNA177787). Freebayes output (SNPs) is available in vcf and
mpileup format at http://2ei.univ-perp.fr/?page_id = 2007 and
http://methdb.univ-perp.fr/downloads/.

Results

Choice of strains
Since pool-sequencing is not yet an established technique for

detection of selection we reasoned that it would be suitable to use
strains with presumably low genetic diversity. We had earlier
characterized the proteome of two laboratory strains of S. mansoni
of different geographic origins [41] and we had characterized their
life history traits such as host compatibility in detail [42]. A
comparison of the epigenomes of both strains had identified
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differences in chromatin structure in several loci, among them a
metalloprotease of the neutral endopeptidase (NEP) family
potentially involved in immuno-modulation of B. glabrata [12]. A
preliminary assessment of genetic variation in both strains was
performed by sequencing 15 microsatellites previously described
[28]. All microsatellites markers of the Brazilian (BRE) strain were
fixed and homozygous. In the Guadeloupean (GH2) strain only
one marker (SMDO11) showed two distinct genotypes. Among the
14 fixed markers in the two strains, 6 are shared by BRE and
GH2. We concluded that both strains were sufficiently genetically
homogenous to perform massive sequencing of a population and
phenotypically sufficiently well characterized to potentially link
sequence variations to phenotypic traits.

Pool-sequencing
Sequencing of BRE and GH2 strains produced roughly

500,000,000 raw clusters each (Table S1). About 50% passed
quality checking (Table S1) and were subsequently aligned to the
unique sequences of the reference genome (strain NMRI).
Unsurprisingly, we successfully aligned only 46.95% and 59.29%
of high-quality reads for BRE and GH2 strains, respectively. This
is consistent with the large proportion (47%) of repetitive
sequences in the S. mansoni genome [31]. Sequencing data are
available under study accession number SRP016500 (alias
PRJNA177787) at the NCBI sequence read archive.

SNP description. After read alignment on the reference
genome and SNP calling for each strain separately, we identified
672,467 polymorphic sites for GH2 and 464,746 for BRE. About
0.2% of them were multiple alleles (i.e. more than one alternative
allele to the reference genome). Density of polymorphic sites was
thus 1.35/kb for BRE (1 polymorphism every 738 bp on average)
and 1.96/kb (1 polymorphism every 510 bp on average) for GH2.
For all subsequent analyses, we only focused on polymorphic sites
that were localized on the annotated and linkage-group/chromo-
some-level assembled parts of the genome. For the present work,
we define SNP at the species level as a nucleotide that is variable
within the S. mansoni’s genome (i.e. with at least one alternative
allele different from the reference genome) in at least one of the
studied populations/strains or individuals. A SNP can thus fall into
one of these two following categories: (i) Private SNP, that is a
variable nucleotide within a unique population and fixed to the
reference allele in other populations and (ii) Shared SNP, a
nucleotide which is different from the reference in at least two
populations. Alternative allele frequency (AAF) of a private SNP
can thus be equal to zero when fixed in the population, but can
take all values from zero (excluded) to one, if several alleles for this
position are present in the population. Based on this definition, we
found a total of 708,898 SNPs, among which 65,490 were shared
(9.2%), 253,321 were private to BRE and 390,087 private to GH2
(Table 1). SNPs were also classified in two categories (rare and
frequent) based on the AAF with a cut-off value of 0.2 as was
previously proposed [17]. We also defined a sub-category of fixed
alternative allele (AAF equal to one) within the ‘‘frequent’’
category. The majority of shared SNPs (70.9%) were fixed
(Table 1) or frequent, while private SNPs belonged mainly to
the rare category with an AFF #0.2 (Table 1). For both shared
and private SNPs, the majority of SNPs that were classified as
frequent (almost 90% in each case) corresponded to fixed alleles
(Table 1).

Between chromosome distribution. SNP number on each
chromosome for both strains (bars in Figure S2) was highly correlated
to chromosome length (r = 0.93, p,0.0001) but SNP density (dots in
Figure S1) significantly differed between chromosomes (F7,7 = 15.76,
p,0.001) and between strains (F1,7 = 346.28, P,0.001). However,

no differences in SNP density repartition between strains were found
as SNP densities are highly correlated (rho = 0.97, p,0.001).

Within chromosome distribution. SNPs were not equally
distributed within chromosomes as we observed SNP clustering for
each chromosome of each strain, i.e. SNPs tend to aggregate
preferentially in some regions and to be lacking in others (Figure
S3). This non-random distribution of SNPs across the genome was
previously observed in other models [43,44] and is described here
for the first time for a metazoan parasite.

Moreover, the distribution of SNP clusters seemed at least partly
different between BRE and GH2 strains. Some large peaks of SNP
number were common to both strains (see around 55,640,000
window position on ZW sex chromosomes linkage-group, Figure
S3H) while others were specific to BRE (see around 3,960,000
window position on Chromosome 6, Figure S3F) or to GH2 (see
around 1,140,000 window position on Chromosome 7, Figure
S3G).

Nucleotide diversity. We excluded sex chromosomes from
subsequent analysis based on allele frequency because of the
impossibility to assign SNPs specifically to Z or W chromosomes
due to their assemblage into a single linkage group in the present
version of the genome. Using Popoolation [36] on the 568,046
SNPs located on autosomes only, we estimated nucleotide
diversity. Diversity levels are low with Tajima’s Pi (and Watterson
Theta) indexes of 2.1024 (2.9.1024) for GH2 and 1.8.1024

(2.6.1024) for BRE (Table S2 for full details of diversity measures).
This corresponds to an effective population size of hundreds to
thousands individuals, assuming a mutation rate around 1027–
1028 typically found in other eukaryotic genomes [45,46]. This
population size is consistent with our laboratory conditions in
which vertebrate hosts are usually infected with 140 (mice) to 400
(hamster) cercariae.

Population differentiation. Based on the mean fixation
index value (Fst = 0.7360.41 sd), BRE and GH2 populations were
highly differentiated. More precisely, among the 229,044 SNPs
meeting criteria used in this analysis (see Material & Methods
section), 143,391 (60.6%) are fixed in one of the two populations
(Fst = 1).

Identification of structural variants. We used CNV-seq
(R version 2.10.1, package ‘cnv’ version 0.2–7.) to detect copy
number variations between the two populations [24]. Because our
sequences do not come from a single individual but a population,
we used a stringent p-value of 1026 to decrease background
variation in coverage. We identified 1,474 CNV for autosomes
and 529 for W sex chromosome linkage group with a calculated
sliding window of 1,554 and 1,726 nucleotides, respectively
(Table 2, Figure 1, Table S3). This number of CNVs is probably
underestimated due to relatively modest average sequencing
depth. We also analysed independently unassembled scaffolds
larger than 500 kb. As outlined above, reads that matched the
reference genome more than one time were removed before SNP
calling. Manual check of regions with CNV confirmed that they
correspond to genomic regions containing single-copied protein
coding genes (Supplementary Table S3). We are thus confident
that CNV that have been detected in this work do not correspond
to repeated sequences.

Identification of selective sweeps
We used the pool-HMM method [20–22] to detect selective

sweeps from pool-sequencing data. The question of selective
sweeps on sex chromosomes was not addressed in this study. We
detected a total of 121 and 151 selective sweeps across the 7
autosomes for BRE and GH2, respectively (Figure 2). We counted
a total of 146 overlapping regions, and identified 12 and 19 private
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selective sweeps for BRE and GH2, respectively (Figure 2) which
were differently distributed along the 7 chromosomes (Table 3).
Most of these private selective sweeps spanned 100 kb to 1 Mb
which corresponded to larger regions than those identified with
this method for the X chromosome of Drosophila melanogaster [21].

Functional annotation and analyses
Structural variants. We manually checked the CNV

encompassing the twenty largest chromosomal regions for the
presence of protein-coding genes (Table S4). The largest
duplicated region in linkage-group ZW correspond to an
additional 268 kb in BRE (Figure 1, Figure S4) and contains 8
protein-coding genes (nucleolar protein 56, histidine triad nucle-
otide binding protein 1, transcription factor 7 2, exosome complex
component RRP45, spermatogenesis associated protein 6, juncto-
philin 2 and two genes encoding hypothetical proteins). The
largest duplicated region in autosomes corresponds to an
additional 87 kb on chromosome 3 in GH2 (Figure 1, Figure
S4) and contains 2 protein-coding genes encoding telomerase
components. We also checked the CNV encompassing the twenty
chromosomal regions with the highest value of log2 ratio (i.e. with
the largest differences in copy number between BRE and GH2)
(Table S5). Twelve corresponded to regions without protein-
coding genes, four corresponded to regions with genes encoding
hypothetical proteins and three contained known genes. Particu-
larly, we identified the presence of (i) a member of immunophilins,
a large group of proteins with peptidyl prolyl-isomerase activity
(PPI-ase) that exhibit high specificity in binding to immunosup-
pressive agents (such as cyclosporine); (ii) a homolog of SPARC
(secreted protein acidic and rich in cysteine), a secreted
glycoprotein involved in interactions between cells and extracel-
lular matrix [47], both with a higher copy numbers in BRE, and
(iii) a M13 family peptidase (that present more copies in GH2), a
type II membrane metallo-endopeptidase acting on extracellular
substrates [48], belonging to a family of proteases for which
another member was identified to be epigenetically different
between the two strains [12]. Among the 40 CNV regions
checked, one was found in both the Top20 (by size) and in the
Top20 (by log2 ratio) (CNVR_270) (Table S4 and S5). It contains
the abovementioned M13 family proteases.

Private selective sweeps. To identify which functions and/
or molecular pathways could have been adaptively selected and
could thus be responsible for differences in life history traits and
proteomes, we here focused on private selective sweeps of each
strain (under arrows in Figure 2, Table 3) assuming that shared
selective sweeps could be due to the common laboratory
environment.

Within the 12 BRE and 19 GH2 private selective sweeps, we
found a total of 592 and 791 predicted genes respectively (Table
S5A and Table S5B). Visual inspection of both lists of transcripts
in regions under selection revealed the presence of different
peptidases for BRE and GH2. In particular, we identified several
Cathepsin D and Cathepsin B-like peptidases (Table S6) in BRE,
two proteins involved in parasitic activity [49,50].

In a previous work [41], proteomes of sporocysts of S. mansoni
BRE and GH2 strains had been compared and 17 differentially
expressed proteins and/or protein isoforms were revealed . We
checked if genes encoding these proteins were located in the
regions under selection that we identified in this work. Nine of
these proteins (S.mMucin-like, now SmPoMuc family) are
encoded by members of a gene family and were already
characterized in more detail [51]. Since duplicated loci such as
these were excluded in the short-read alignment process, these
genes were excluded from the present analysis. None of the 7
genes coding for the 8 remaining protein isoforms are located in
any region of private selective sweeps either.

Comparison of combined graphs from Blast2GO gene ontology
analysis highlighted several biological processes (Supplementary
figure S5). Proteolysis and transport appeared as common
biological processes selected in each of the two strains, despite
the fact that they correspond to non-overlapping lists of transcripts
found in private selective sweeps. Specific processes were also
identified, such as cell-cell adhesion for the BRE strain or redox
reactions and protein phosphorylation for the GH2 strain.

Using the Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes
(KEGG) database, we looked for molecular pathways containing
enzymes appearing in regions under selection for each strain. We
identified 26 and 34 enzymes (distributed over 24 and 22
pathways) for BRE and GH2, respectively (Table S7). We found
five common pathways (Purine metabolism, Riboflavin metabo-
lism, Butanoate metabolism, Aminobenzoate degradation and
Carbon fixation). Two of them (Riboflavin metabolism and

Table 1. Distribution of polymorphic sites and single-nucleotide polymorphism (SNP) for Brazilian (BRE) and Guadeloupean (GH2)
strains of Schistosoma mansoni used in this study.

BRE GH2

1 - Total number of polymorphic sites 464,746 672,467

1.1 - Polybase substitution (% of total polymorphic sites) 1,044 (0.2%) 1,412 (0.2%)

2 - Total SNPs located on chromosomes (autosomes + ZW) 708,898 (568,046+140,852)

2.1 - Shared SNPs (% of total SNP) 65,490 (9.2%)

2.1.1 - Rare (% of total SNP - % of total shared) 9,744 (1.4%–20.5%)

2.1.2 - Frequent: (% of total SNP - % of total shared) 55,746 (7.8%–79.5%)

2.1.2.1 - Fixed (% of total SNP - % of total shared) 46,440 (6.6%–70.9%)

2.2 - Private SNPs (% of total SNP) 253,321 (35.8%) 390,087 (55.0%)

2.2.1 - Rare (% of total SNP - % of total private) 173,336 (24.5%–68.4%) 283,456 (40.0%–72.7%)

2.2.2 - Frequent: (% of total SNP - % of total private) 79,985 (11.3%–31.6%) 106,631 (15.0%–27.3%)

2.2.2.1 - Fixed (% of total SNP - % of total private) 69,620 (9.8%–27.5%) 94,666 (13.4%–24.3%)

AAF = alternative allele frequency. Rare SNP correspond to 0,AAF , = 0.2, frequent correspond to AAF.0.2 and fixed correspond to AAF = 1.
doi:10.1371/journal.pntd.0002591.t001
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Aminobenzoate degradation) were highlighted by a unique
common enzyme (Enzyme code 3.1.3.2 corresponding to a
phosphatase) found under selection and present in both pathways.
The three other common pathways were highlighted by enzymes
differing between BRE and GH2. In specific pathways, we noted
the presence of the N-Glycan biosynthesis for BRE (Table S7),
involved in the glycosylation of proteins. Differential glycosylation
is involved in the generation of SmPoMucs variants and in part is
responsible for compatibility with the intermediate host [42,51].

Synonymous vs. non-synonymous SNPs
Along autosomes, we identified 10,982 and 14,811 SNPs in

exons for BRE and GH2 respectively. Proportions of non-
synonymous (NonSyn-) and synonymous (Syn-) SNPs within and
outside swept regions were similarly distributed for both strains
(Supplementary figure S6). Interestingly, 49% of them were Non-
Syn-SNPs and found within selective sweeps. We also found more
than three times more Non-SynSNPs than Syn-SNPs in private
selective sweeps.

Discussion

In this study we have sequenced the genomes of two Schistosoma
mansoni populations, BRE and GH2, originating from Brazil and
Guadeloupe, respectively. Next generation pool-sequencing was
applied to this metazoan parasite to analyse genomic variations
(SNP and CNV) and to scan for selective sweeps. By mapping
genome reads of these two strains to the S. mansoni NMRI strain
reference genome [27,52], we discovered hundreds of thousands of
SNPs and used these data to make the first SNP map for S. mansoni
at the whole genome scale. We made these data available for
further analyses.

Although both strains have been maintained in the lab for more
than thirty years (corresponding to approximately one hundred
full life-cycles), life history traits such as compatibility levels with
the intermediate host as well as chronobiology were maintained
overtime (Supplementary figure S1) [7,11]. Earlier investigations
had concluded that populations maintained in the laboratory
rapidly decreased in diversity to become monomorphic based on
the analyses of nine neutral microsatellite markers [28]. It was also
previously demonstrated that the diversity of S. mansoni decreased
dramatically after the first life cycles of laboratory maintenance,
based on the analyses of 15 microsatellite markers [28]. Our global
comparative approach of BRE and GH2 strains was thus fully
justified by their high level of inbreeding and their well-described
compatibility polymorphism at the phenotypic and molecular
scales [3,7,12,41,51,53]. The use of pool-sequencing allowed for
evaluating the genome-wide diversity (SNP distribution and
density, SNP frequencies and copy number variations) for each
population. Intra-population diversity was low (confirming the
results of the earlier microsatellite study) based on the whole-
genome nucleotide diversity indexes Tajima’s Pi and Watterson
Theta and compared to other studies considering nucleotide
diversity at this scale [54,55]. Moreover, several lines of evidence
indicate a high divergence between populations: (i) we found a
high number (and thus a high density) of single-base polymor-
phisms for both strains when compared to the NMRI reference
genome (1.35 and 1.96 mutated site per kb), which was clearly
higher than the values (i.e. between 0.312 and 0.857 per kb) found
after the re-sequencing of lab strains from Entamoeba histolytica,
another human parasite [56] ; (ii) a large majority of SNPs (90.8%)
we identified were private, either to BRE (35.8%) or GH2 (55.0%)
strains, indicating specific polymorphic loci; (iii) mean fixation
index was clearly very high, certainly as a result of the only few
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shared and variable SNPs (Table 1) and (iv) large differences in
copy number variations were identified between both strains. All
these genome-wide diversity results are fully consistent with the
geographic separation of the two strains in the wild since their
introduction in the New World from Africa, hampering any
genetic exchange, and separate cultivation for decades in the
laboratory (Supplementary figure S1). Interestingly, rare SNPs
represent the most important class of private SNPs, thus
demonstrating that long maintenance in the lab conditions, even
if it would largely decrease diversity, could not fully erase
segregating polymorphisms.

Using SNP frequencies within each population, we applied a
recently published method of population genomics to identify
selective sweeps [21,22]. The sweep detection method of Pool-
hmm [21,22] uses both the density of segregating sites and the
allele frequency pattern among segregating sites to distinguish

sweep regions from neutral regions. In populations with low
genetic diversity the length of regions with low genetic diversity in
the genome is expected to be higher and therefore mapping
resolution lower. Low genetic diversity of our populations will
affect the power of the method (false negative sweep detection rate)
and the resolution of the sweeps but not its robustness (false
positive sweep detection rate). The high number of selective
sweeps for both BRE and GH2 strains indicated that a high
selective pressure has operated at the whole genome scale.
Attributing these signatures of selection to either long evolutionary
history or adaptation to laboratory conditions will now require
comparison with strains sampled from the field. We therefore
focused on private (i.e. specific non-overlapping) selective sweeps
that may not correspond to adaptation to the common laboratory
conditions but to long-term evolutionary processes instead. It also
helped to increase resolution because the private selective sweeps

Figure 1. Log 2 ratio plot of copy number variations (BRE/GH2) along the Schistosoma mansoni genome. The x-axis represents the
genome position in basepairs. Chromosomes are colour coded. The y-axis shows log2 ratio between BRE and GH2. Positive values indicate
overrepresentation of a region in BRE, negative values indicate overrepresentation of a region in GH2.
doi:10.1371/journal.pntd.0002591.g001

Figure 2. Chromosomal representation of selective sweeps (in black) and non-swept regions (grey) over the 7 autosomes of
Schistosoma mansoni for BRE and GH2. Black arrowheads indicate the non-overlapping specific selective sweeps for both strains.
doi:10.1371/journal.pntd.0002591.g002
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all constituted smaller regions than other sweeps. We may have
here under-estimated the number of regions involved in adapta-
tion and missed some relevant regions that would be identified in
further work on field strains. The robustness of the method we
used ensures a true and confident discovery of private sweeps,
which was confirmed by the high proportion of non-synonymous
SNPs that was found within selective sweeps (Supplementary
figure S6).

As differences in copy number variation (CNV) within a same
species have been recognized to be involved in adaptive evolution
[25,26,57], we also investigated such variations as clues of selection
between BRE and GH2. We used the recently published CNV-seq
method [24] that takes advantage of the high throughput
sequencing data and is suitable for pairwise comparisons. The high
number (2,003 in total) of CNV found across the whole-genome of

S. mansoni reinforced our hypothesis of high selective pressure and
even suggested that these selective pressures were different between
both strains and contributed to shape the specific genomic
landscape observed for each strain.

Functional annotations and analyses gave more biological
significance to these specific signatures of selection. Exploring
private selective sweeps, we identified 592 (BRE) and 791 (GH2)
transcripts that have been potentially subjected to selection, but
some of them could also have been identified because of their
genomic proximity with truly selected genes. We therefore
regrouped genes in regions under selection and/or with CNV by
function using GO terms. Genes that did not form functional
groups (outliers) were considered as having little or no significance.
Overall, biological processes specific to each strain emerged from
functional analysis, among which there is cell-cell adhesion for

Table 3. Selective sweep regions and number of corresponding genes for (A) BRE and (B) GH2 strains.

A Start End Length Number of genes CI

Chr1 1,194,541 2,357,392 1,162,852 56 Inf

61,387,283 62,009,343 622,061 23 11.15

62,218,658 62,721,763 503,106 19 6.67

62,877,538 63,098,318 220,781 9 2.71

Chr2 24,145,118 24,315,462 170,345 6 2.83

Chr3 22,823,405 23,467,278 643,874 35 Inf

24,930,649 25,380,787 450,139 14 Inf

Chr4 20,500,484 21,005,970 505,487 24 8.63

31,100,629 31,804,241 703,613 36 Inf

Chr5 2,117,276 2,386,209 268,934 17 7.53

8,814,688 9,017,158 202,471 12 9.05

Chr6 17,508,128 17,649,604 141,477 6 3.94

Chr7 - - - - -

B Start End Length Number of genes CI

Chr1 2,509,484 3,001,529 492,046 43 12.00

17,514,351 17,728,884 214,534 16 6.36

44,140,447 44,504,258 363,812 15 4.70

46,537,352 46,758,483 221,132 13 4.98

47,463,874 47,701,141 237,268 7 2.83

Chr2 91 101,151 101,061 3 4.07

832,591 953,172 120,582 8 4.24

2,627,180 2,753,105 125,926 6 4.74

Chr3 7,872,267 8,528,892 656,626 24 Inf

9,155,168 9,454,868 299,701 11 11.10

15,054,008 15,663,195 609,188 52 10.00

23,728,696 24,321,481 592,786 29 9.51

Chr4 3,816,163 4,152,576 336,414 12 Inf

16,762,042 17,264,224 502,183 23 Inf

Chr5 7,988,578 8,174,020 185,443 9 3.64

Chr6 18 139,169 139,152 8 9.74

11,873,433 13,026,934 1,153,502 54 Inf

15,736,118 15,951,459 215,342 14 3.29

18,289,818 18,553,369 263,552 21 10.55

Chr7 - - - - -

Confidence Index (CI) was calculated as the maximum of 2log(1-q) over the window, where q is the posterior probability of hidden state ‘‘Selection’’. (Inf. = infiny).
doi:10.1371/journal.pntd.0002591.t003
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BRE and reduction-oxidation reactions, potentially involved in ROS
production or ROS scavenging, for GH2. Earlier studies postulated
that an evolutionary arms race between snail host and parasite
operates preferentially on immune effectors for the Brazilian strain
and on immune recognition for the Guadeloupean strain [3,42]. This
is consistent with negative selection process acting on these pathways
in the two strains. Two pathways involved in N-glycan biosynthesis
were also found under selection in BRE. This finding was consistent
with previously observed differences between BRE and GH2 in their
glycosylation level for SmPoMucs [51]. As SmPoMucs were shown to
be involved in compatibility polymorphism, and because the level of
glycosylation is directly related to compatibility, we argue that
differential selection in the N-glycan biosynthesis pathway may be
responsible for this compatibility polymorphism between the two
strains. In summary, we find correspondence between observed life-
history traits of the different strains and genomic regions under
selection. However, we see this rather on the biological function and
metabolic pathway level and not on the level of individual genes.

Despite strong genomic divergence between BRE and GH2
strains, functional analyses revealed interesting evolutionary conver-
gence. From non-overlapping lists of transcripts (because only private
sweeps were analysed), we highlighted two common biological
processes and three common molecular pathways as targets of
selection. More particularly, we independently identified numerous
proteases in genomic swept regions or in regions showing copy
number variations in both strains, indicating an evolutionary
convergence to this function. Proteases are indeed key virulence
factors of parasites and particularly trematodes, as they are involved
in a number of biological processes such as host tissue invasion/
migration, nutrition from host substrates (e.g. haemoglobin degrada-
tion), immune evasion and more generally host-parasite interactions
[58,59]. Phylogenomic analysis had shown that protease-encoding
genes, including cathepsins for which we found two genes under
selection in the BRE strain, were expanded in the Schistosoma lineage
[60]. Cathepsins are secreted proteases and due to their importance
in host-parasite interactions they are considered to be promising
targets for the development of novel chemotherapeutic drugs and
vaccines against schistosomiasis. Simoes et al. [61] previously
described SNPs in the cysteine protease Cathepsin B vaccine target
gene that are involved in significant conformation changes leading to
an alteration in antibody binding to the protein. Variability among
Schistosoma species at the biochemical level has been described earlier
for cathepsin B-like activity [62]. Our results suggest that different
selective pressures operated on this gene, and we propose that using
this as a target for vaccine development could rapidly become
inefficient in natural populations. Cathepsin D is an aspartyl protease
originating from successive gene duplication events in the parasite
lineage after its diversification from other metazoans and was
proposed to be involved in adaptation to the parasitic lifestyle [49].
Here, we also showed that this gene could be under differential
selection between strains of the S. mansoni species. Further analyses of
these two particular genes have to be conducted to investigate the
functional basis of this evolutionary signature. From CNV data, we
identified an M13 family peptidase, a type II membrane metallo-
endopeptidases acting on extracellular substrates [48], belonging to a
family of proteases with other member involved in one of the
epigenetic differences found between these two strains in a previous
study [12]. Characterized members of the family such as neprilysin
act on polypeptides smaller than 40 amino-acids. Considering
evolutionary relationships among members of the family, it has been
proposed that proteases of this family fulfil a broad range of
physiological roles [63]. In nematodes, a neprilysin-like protease is
involved in locomotion and pharyngeal activity [64]. Combination of
our results indicated that the differences in BRE and GH2 life history

traits [3,11] could result from the selection and maintenance of
different proteases, leading for example to different compatibility
levels with the intermediate host. Altogether, these elements support
the hypothesis that the proteolysis function has evolved through
different ways within different populations of the S. mansoni species.
Evolutionary convergence was generally described between species
[65] or communities [66] to explain adaptation of different species to
a particular life style. Proteolysis could thus be a promising function to
further focus on because of its key role in parasitic lifestyle, either to
better understand parasite evolution and adaptation to its hosts or to
develop new treatment or preventive strategies. Since the function of
most genes in the S. mansoni genome has not yet been confirmed by
functional studies, further investigations are nevertheless needed to
objectively demonstrate the above conclusions.

It is important to note that the 47% of repetitive elements in the
S. mansoni genome were not investigated in this work because we
excluded all reads that matched more than one time to the
genome to allow SNP and CNV identification. We may have thus
under-estimated the number of regions under selection. The
recent de novo repeat assembly [31] should facilitate such a study on
the repetitive part of the genome. The identification of SNPs in
segmental duplications could also open new perspectives in S.
mansoni evolutionary studies. As gene duplication is a mechanism
of genomic adaptation to a changing environment [67], it could be
largely involved in parasite adaptation as it was suggested earlier
with peptidase families [49].

In conclusion, our work provides one of the first examples of a
comparative genomic approach based on population sequencing.
A genome-wide comparison of single-nucleotide and structural
polymorphisms combined with population and functional analyses
allowed us here to identify signatures of selection in two S. mansoni
populations. Even if all the life history traits and proteome
complexity have not found their genetic bases through this study,
we were able to identify selection acting on specific functions
involved in parasitic lifestyle. Notably, our integrative approach
highlighted that selection can act on a same function but through
different pools of genes, which clearly suggests evolutionary
convergence within schistosomes. However, high-throughput
genotyping of a larger number of populations (with the pool-
sequencing method) is expected to shed more light into
evolutionary history and bases of adaptation of Schistosoma mansoni.
In particular further comparative analyses of field isolates of Old
World and New World strains could help to better understand the
evolutionary history and diversification of the parasite since its
‘‘out-of-Africa’’ origin [68]. Such future studies would also help us
to identify more polymorphisms associated with the intermediate
host compatibility and to clarify how the rapid adaptation of the
parasite to Biomphalaria glabrata has occurred during the coloniza-
tion of the New World.
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Figure S1 Schematic representation of the history of the two
strains used in this study and of the relation between phenotypic
and genetic parameters along the chronology of events. On the left
(‘‘History’’) the known isolation and bottleneck events
divergence of the two original wild populations from the African
origin. sampling of individuals leading to the lab-populations
for two respective populations maintenance of the two
populations in the laboratory for thirty years, in the middle (‘‘Life
history traits’’) representation of the shifts in life history traits for
both strains, Bre in grey, GH2 in black. The during the out of
Africa migration is hypothetical, but we know that phenotypic
characters remained stable during 30 years in the laboratory. On
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the right (‘‘Genetic diversity’’), hypothetical shifts in genetic
diversity that could have led to the observed FST and H.
(PDF)

Figure S2 Repartition of SNPs number (bars) and density (dots)
between chromosomes for the Brazilian (A) and the Guadeloupean
(B) strains of Schistosoma mansoni used in this study.
(PDF)

Figure S3 Distribution of SNP number in 10 kb-window across
each of the seven autosomes (A to G) and across the ZW-linkage
group (H) of Schistosoma mansoni.
(PDF)

Figure S4 Log 2 ratio plot of copy number variations for the
largest CNV genomic region.
(PDF)

Figure S5 Distribution of cellular processes found under
selection for the Brazilian (A) and Guadeloupean (B) strains based
on their Gene Ontology term at the level 2.
(PDF)

Figure S6 Non-synonymous (NonSyn-) and synonymous (Syn-)
SNPs distribution within and outside selective sweeps found in the
genome of Schistosoma mansoni. Numbers represent the amount of
SNPs in each proportion, with the details for specific non-
overlapping regions we focused on in this study.
(PDF)

Table S1 Number and proportion of reads conserved after each
step of bioinformatic treatment of Brazilian (BRE) and Guade-
loupean (GH2) strains of Schistosoma mansoni.
(DOCX)

Table S2 Excel file with summary of nucleotide diversity
measures of Tajima’s D and Watterson’ Theta for the 7 autosomes
of BRE and GH2 strains. See excel file Table_S2_Summary-
ResPopoolation.xls.
(XLS)

Table S3 Excel file with list of genomic regions with copy
number variation between BRE and GH2. See excel file
Table_S3_CNV_list.xlsx.
(XLS)

Table S4 Protein-coding genes in the Top 20 CNV regions (by
length) in Schistosoma mansoni BRE and GH2.
(DOCX)

Table S5 Protein-coding genes in the Top 20 CNV regions (by
log2ratio) in Schistosoma mansoni strains BRE and GH2.
(DOCX)

Table S6 List of transcripts identified in private selective sweeps
for BRE (A) and GH2 (B) strains. See excel file Table_S6_tran-
scripts_in_private_selective_sweeps.xls.
(XLS)

Table S7 Common and specific pathways in which enzymes
encoded by genes in genomic regions under selection were found
for BRE and GH2 strains.
(DOCX)

Table S8 Primers used for the polymerase chain reaction (PCR)
to check in situ 22 single nucleotide polymorphisms of both
Brazilian and Guadeloupean strains of Schistosoma mansoni used in
this study.
(DOCX)

Table S9 Number of selective sweeps detected on autosomes of
Schistosoma mansoni strains BRE and GH2 used in this study for two
values of transition probability q.
(DOCX)
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IX.2. Annexe 2 : Publication supplémentaire 2 

IX.2.1. Mise en contexte 

Depuis le début des années 2000, avec l’avènement du séquençage massif, la 

communauté scientifique a assisté à une explosion du nombre de génomes d’organismes 

séquencés. Depuis le début des années 2010, la même chose se produit avec les 

épigénomes, dont l’importance dans le développement, la réponse à l’environnement et 

l’évolution adaptative est de plus en plus reconnue. La partie technique associée au 

décryptage des épigénomes est cependant complexe et fluctue énormément d’un 

organisme à un autre. Le cas de l’analyse des modifications d’histones par 

immunoprécipitation de chromatine suivie de séquençage massif (ChIP-Seq) est 

particulièrement problématique. Les publications de Cosseau et al. (2009) et Cosseau & 

Grunau (2011) ont montré que quelques étapes de validation sont nécessaires avant de 

pouvoir effectuer du ChIP-Seq sur de nouvelles espèces. Un des point les plus 

problématiques est la validation des anticorps. Grâce à l’expérience du laboratoire IHPE sur 

plusieurs invertébrés, nous savons que peu d’anticorps commerciaux ciblant des 

modifications d’histones donnent satisfaction. Sans ces étapes de validation, il est facile de 

se laisser induire en erreur par des résultats non-spécifiques. 

C’est dans ce contexte que le laboratoire a accueilli Laëtitia Perfus-Barbeoch,  de 

l’UMR 1355 ISA (Université Sophia-Antipolis de Nice), pour l’aider à caractériser 

l’épigénome d’un nématode parasite des cultures, Meloidogyne incognita. Ma contribution 

à son travail a été de l’aider à mettre au point le ChIP-Seq, en particulier sur les aspects de 

titrations des anticorps.  

 

IX.2.2. Publication associée 

La première description de l’épigénome de M. incognita a été publiée dans la revue 

Frontiers in Physiology, en juin 2014, sous le titre « Elucidating the molecular bases of 

epigenetic inheritance in non-model invertebrates: the case of the root-knot nematode 

Meloidogyne incognita ». Les figures et tableaux supplémentaires sont disponibles à 

l’adresse :  http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2014.00211/full.  
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Root-knot nematodes of the genus Meloidogyne are biotrophic plant parasites that
exhibit different life cycles and reproduction modes, ranging from classical amphimixis
to obligatory mitotic parthenogenesis (apomixis), depending on the species. Meloidogyne
incognita, an apomictic species, exhibits a worldwide distribution and a wide host range
affecting more than 3000 plant species. Furthermore, evidences suggest that apomixis
does not prevent M. incognita from adapting to its environment in contrast to what is
expected from mitotic parthenogenesis that should theoretically produce clonal progenies.
This raises questions about mechanisms of genome plasticity leading to genetic variation
and adaptive evolution in apomictic animals. We reasoned that epigenetic mechanisms
might in part be responsible for the generation of phenotypic variants that provide
potential for rapid adaptation. We established therefore a pipeline to investigate the
principal carriers of epigenetic information, DNA methylation and post-translational histone
modifications. Even if M. incognita possesses the epigenetic machinery i.e., chromatin
modifying enzymes, 5-methyl-cytosine and 5-hydroxy-methyl-cytosine content is absent
or very weak. In contrast, we demonstrated that the canonical histone modifications
are present and chromatin shows typical nucleosome structure. This work is the first
characterization of carriers of epigenetic information in M. incognita and constitutes a
preamble to further investigate if M. incognita development and its adaptation to plant
hosts are under epigenetic control. Our pipeline should allow performing similar types of
studies in any non-model organism.

Keywords: epigenetics, Meloidogyne incognita, chromatin, DNA-methylation, histone modification

INTRODUCTION
Epigenetics is the study of heritable changes in gene expres-
sion and function that cannot be explained by changes in DNA
sequence. These molecular mechanisms can be influenced by
the environment and the individual history as well as being
potentially transferable from a generation to the next, with a
reversible character (Youngson and Whitelaw, 2008). Organisms
are forced to adapt to the heterogeneousness of the environment
and the phenotypic plasticity constitutes a major adaptation to
compulsory constraints. Since the system of reproduction of an
organism conditions its evolutionary dynamics as well as the
demography and the spatial genetic structuring of its popula-
tions, it is of particular relevance to study epigenetic variation
in asexually reproducing organisms. Indeed, in spite of a genetic
homogeneity in asexually reproducing organisms, an important
phenotypic variability can be observed between individuals of the
same clonal lineage found in different environments. The influ-
ence of the epigenetic mechanisms could bring an explanation to

this paradox (reviewed in Verhoeven and Preite, 2014). Similarly,
epigenetic modifications may provide an accessory source of fast-
acting, reversible, and readily available phenotypic variations that
can shape host–pathogen interactions (reviewed in Gómez-Díaz
et al., 2012). Despite growing evidences on the role of epige-
netic phenomena on a wide range of biological phenomena, many
questions remain for the involvement of epigenetics in plasticity
and adaptation.

Root-knot nematodes (RKN) of the genus Meloidogyne are
obligatory plant parasites that constitute major agricultural pests
worldwide. They infect almost all cultivated plants and estab-
lish an intimate interaction with their hosts inducing the re-
differentiation of root cells into hypertrophied and multinucleate
feeding cells (Caillaud et al., 2008). So far, the most efficient con-
trol measure against RKN was the use of chemical substances
called nematicides. However, because of their toxic side effects
on the environment, nematicides have recently been banned from
use. Novel approaches to control them are sorely needed. Among
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RKN species, some are strict or facultative amphimitic while oth-
ers reproduce exclusively by mitotic parthenogenesis (apomixis)
(Castagnone-Sereno, 2006). Our model, Meloidogyne incognita,
reproduces in an asexual way by parthenogenesis without meio-
sis. Genetically identical individuals develop from M. incognita
females and form virtually clonal populations. Although these
clones share the same genetic heritage, modifications of their phe-
notype can be observed when they are exposed to unfavorable
environments (Castagnone-Sereno et al., 1994). These pheno-
types can be completely different such as juveniles molting into
either female or male, but also show for instance a switch of viru-
lence leading to infection of resistant hosts. A first step toward
a better understanding of plant-nematode interaction was the
sequencing of the genome of M. incognita. Analysis of this ref-
erence genome highlighted characteristics, which could be at the
origin of the parasitic success of this species (Abad et al., 2008;
Danchin et al., 2010).

Epigenetics changes refer to a set of molecular processes that
can affect gene expression such as regulatory processes medi-
ated by remodeling of chromatin structure through methylation
of cytosine residues in the DNA and chemical modifications of
histone proteins, in particular their acetylation or methylation
(Jablonka and Lamb, 2002). On one hand, DNA methylation
refers to a chemical modification of genomic DNA by the addi-
tion of a methyl (-CH3) group to specific nucleotide bases. The
most common form of DNA methylation is cytosine methylation,
occurring predominantly in CpGs in animal genomes (Suzuki
and Bird, 2008). However, because of lack of de novo methyla-
tion machinery, DNA methylation process is unlikely to occur
in nematodes, including C. elegans but with the exception of
Trichinella spiralis (Simpson et al., 1986; Wenzel et al., 2011; Gao
et al., 2012, 2014). On the other hand, post-translational mod-
ifications of histone amino acid side chains (PTMs) are known
to mediate epigenetic regulation of gene expression and devel-
opment in animals (Li et al., 2007; Luger et al., 2012; Turner,
2012). For instance, PTMs, such as acetylation of histone H3 at
lysine 9, are typically found in euchromatin and often associated
with active transcription, whereas other modifications, such as
methylation of lysine 9 or lysine 27 of histone H3, are found in
heterochromatin and related to gene repression (Jenuwein and
Allis, 2001). One major role for epigenetic variation in evolution
would be to promote phenotypic variability, and allow popula-
tions to widely explore new environmental conditions. This could
lead to a rapid adaptation to environmental changes or coloniza-
tion of new environments. The interactions between parasites
and their host are models of choice to study these mechanisms
because the selective pressures are strong and the evolution is fast.
M. incognita constitutes an ideal model to study these mecha-
nisms, especially as clones can be obtained following the naturally
occurring asexual multiplication in host plants. Whereas varia-
tion at the genetic level has been studied in M. incognita, less
is known about the extent and function of epigenetic varia-
tion. Previous analyses on multiple M. incognita populations
have shown that genomic polymorphism could not be directly
correlated to observed phenotypes (Semblat et al., 2000).

Many non-model organisms of ecological and economical
importance such as M. incognita suffer from a lack of even

rudimentary knowledge about their epigenetic information car-
riers. To address this problem, we describe here a straightforward
2 × 3-step procedure to perform a fundamental analysis of ele-
ments of the chromatin marking system. We first performed a
whole genome bioinformatics search for chromatin-modifying
enzymes such as those involved in DNA methylation, we eval-
uate the degree of DNA methylation by calculating the CpG
observed/expected ratio in M. incognita transcriptome and by
measuring DNA methylation levels of 5-methylcytosine (5-mC)
and 5-hydroxy methylcytosine (5-hmC) in genomic DNA by LC-
MS/MS. We then used Western blots to verify the presence of
histone and histone modifications and tested critical parameters
of a standardized N-ChIP procedure that need to be adapted for
each model.

ANALYSIS OF DNA METHYLATION
DNA methylation is a common feature of many but not all
genomes. We recommend starting with this feature.

STEP 1: IN-SILICO SEARCHES OF CHROMATIN-REMODELING ENZYMES
To understand whether M. incognita possesses the capacity to
methylate DNA, we first conducted reciprocal BLASTp searches
combined to OrthoMCL analysis to identify proteins that might
be related to known chromatin-remodeling enzyme orthologs
(Table 1). Significant hits were defined as those satisfying the fol-
lowing criteria: E-value <10−5 and the aligned segments covering
at least 30% of the sequence length of the hit. OrthoMCL has
been applied to the proteome data set from M. incognita and
three publicly available nematode genomes (C. elegans, T. spi-
ralis, and Pristionchus pacificus). Animal DNA methyltransferases
can be subdivided into three subfamilies, DNMT-1, DNMT-
2 and DNMT-3, based on sequence similarity (Kumar et al.,
1994; Hendrich and Tweedie, 2003). DNMT-1 has been regarded
as a “maintenance” methyltransferase, whereas DNMT-3 func-
tions as “de novo” methyltransferase and some evidence suggest
that DNMT-2 enzymes are active cytosine-5′-methyltransferases
(Kunert et al., 2003). Species exhibiting functional DNA methyla-
tion generally encode a complete set of DNMTs in their genomes
whereas species lacking DNA methylation, such as C. elegans, have
lost DNA methylation enzymes from their genomes (Gutierrez
and Sommer, 2004; Suzuki and Bird, 2008). BLASTp search of
the M. incognita whole proteome (Supplementary Material) was
performed with DNMT-1, DNMT-2, DNMT-3 protein sequences
from nematodes (Table 1): the Trichinella spiralis DNMT-1
(accession number EFV58204.1); P. pacificus Ppa- DNMT-2
(accession number AY766101.1) and T. spiralis DNMT-22 (acces-
sion number EFV60295.1); T. spiralis DNMT-3 (accession num-
ber EFV54759.1). As for the 11 other nematodes in which DNA
methylation has been studied, with exception of T. spiralis (Gao
et al., 2012), M. incognita did not possess de novo methylation
machinery, DNMT-3 nor DNMT-2. However, our data revealed
the existence of a potential DNMT-1 orthologous protein anno-
tated in M. incognita, as well as methyl-CpG binding domain
(MBDs) proteins, which encodes another essential component
of the methylation system (Table 1). We found that Minc01117
could be ortholog to the maintenance methyltransferase DNMT-
1 from other species. Sites of DNA methylation are occupied
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Table 1 | M. incognita putative orthologs for methyltransferases
(DNMTs) and methyl-CpG binding domain (MBDs) proteins.

Protein Species Accession
number

M. incognita putative
orthologs

DNA METHYLTRANSFERASES (DNMTs)
DNMT-1 Trichinella

spiralis
EFV58204.1 Minc01117

DNMT-2 Trichinella
spiralis

EFV60295.1 M. incognita absent
from OrthoMCL group

Pristionchus
pacificus

AY766101.1

DNMT-3 Trichinella
spiralis

EFV54759.1 M. incognita absent
from OrthoMCL group

METHYL-CpG BINDING DOMAIN 2 (MBDs)
Cel-MBD-2 Caenorhabditis

elegans
C27A12.10 Minc14299 Minc14778

Cbr-MBD-2 Caenorhabditis
briggsae

CBP11474

Ppa-MBD-2 Pristionchus
pacificus

AY766102.1

by various proteins, including MBD proteins, which recruit the
enzymatic machinery to establish silent chromatin. Nematodes
such as C. elegans (Cel-MBD-2, accession number C27A12.10),
C. briggsae (Cbr-MBD-2, accession number CBP11474) and
P. pacificus (Ppa-MBD-2, accession numberAY766102.1) all con-
tain an mbd-2-like gene (Gutierrez and Sommer, 2004). We
found that two predicted M. incognita proteins, Minc14299 and
Minc14778, could be orthologs to the MBD-2 like protein.

STEP 2: CpG OBSERVED/EXPECTED RATIO (CpGO/e) ANALYSIS
To evaluate the degree of DNA methylation, we calculated the
empirical distribution of CpGo/e ratios for M. incognita tran-
scriptome. A total of 63,838 expressed sequenced tags (EST) of
M. incognita that were downloaded from NCBI-dbEST public
database (Supplementary Material), filtered by size (≥500 bp)
leading to 41,649 sequences of which 5000 were randomly cho-
sen for CpG observed/expected ratio (CpGo/e) analysis. Most of
the data came from M. incognita strain Morelos maintained at
INRA Sophia Antipolis and recently published (Abad et al., 2008;
Jaouannet et al., 2012). To validate the robustness of CpGo/e
ratio method, the same experiment was conducted on C. elegans
(initially 8722 ESTs), the model nematode lacking DNA methyla-
tion process, D. melanogaster (38,110 ESTs) and on A. mellifera
(10,157 ESTs). D. melanogaster has been previously described
for its lack of DNA methylation at late stages of development
(Urieli-Shoval et al., 1982; Lyko et al., 2000) while DNA methy-
lation occurs in A. mellifera (Elango et al., 2009). The CpGo/e
ratio was used as a proxy to estimate the intragene DNA methy-
lation content as previously described in Biomphalaria glabrata
(Fneich et al., 2013). In C. elegans, the CpGo/e ratio profile exhib-
ited an unskewed Gaussian distribution with an estimated mean
value close to 1 (0.93 ± 0.26) as expected for species lacking
such process (Figure 1A). A similar result was obtained with

D. melanogaster late stage ESTs (Estimated mean value 0.92 ±
0.17; Figure 1B). In contrast, the CpGo/e ratio in A. mellifera
transcripts can be approximated by a mixture of two Gaussian
distributions (Figure 1C). This pattern has also been described in
the mollusc B. glabrata where transcripts are divided in low and
high methylated genes (Fneich et al., 2013). M. incognita CpGo/e
ratio profile did not perfectly fit C. elegans profile (Figure 1D).
In M. incognita, the CpGo/e ratio profile also exhibited a skewed
near-Gaussian distribution but with a slight shift on the left com-
pared to C. elegans profile. The estimated mean value for M. incog-
nita transcriptome was inferior to 1 (0.77 ± 0.25). However,
careful analysis of the curve fitting suggests the presence of two
populations of sequences: one with a mean value around 0.9 and
another with a mean value around 0.7. These results could indi-
cate the presence of two populations of genes in M. incognita: one
with no methylation and one with very low methylation.

STEP 3: GLOBAL DNA METHYLATION ANALYSIS BY LC-MS/MS
Genomic DNA used for liquid chromatography-mass spec-
trometry analysis was prepared from M. incognita eggs with
the CTAB method (Winnepenninckx et al., 1993) and stored
at −80◦C until use. The levels of 5-methylcytosine (5-mC)
and 5-hydroxy methylcytosine (5-hmC) were determined by liq-
uid chromatography-mass spectrometry LC-MS/MS analysis as
their deoxyribonucleosides as described in (Fneich et al., 2013).
Neither 5-methyl-cytosine nor 5-hydrox-methyl-cytosine could
be detected.

Taken together, our results show that DNA methylation is
absent or very low in M. incognita.

ANALYSIS OF NUCLEOSOMES, HISTONES, AND HISTONE
MODIFICATIONS
In the absence of DNA methylation, PTMs could represent one of
the primary epigenetic transcriptional control mechanisms. Such
a process has been shown to play a key role in the regulation
of gene transcription of parasites, e.g., the apicomplexan family
of protozoa and the metazoan Schistosoma (Mourão et al., 2012;
Perrin et al., 2013). The importance of these modifications in reg-
ulating diverse developmental programs in parasites motivated
us to study their importance in M. incognita in the frame-
work of this study. Experiments were performed on M. incognita
strain “Morelos” which have been previously used for the whole
genome sequencing of this nematode (Abad et al., 2008). Because
M. incognita is an obligatory plant parasite, it has to be main-
tained on plants to complete its life cycle. We used tomatoes,
Solanum esculentum cultivar Saint Pierre, grown at 20◦C in a
greenhouse as M. incognita host for this study. Moreover, sam-
ples that we collected are considered to be clonal because of the
mitotic parthenogenetic mode of reproduction of M. incognita
and since the lab population was originated from the progeny
of a single female. To grow and produce nematodes, one-month-
old tomato plants are inoculated with M. incognita second-stage
juveniles (J2s). As previously described by Rosso et al., 1999,
eggs were collected from 7 week-old infected tomato roots after
grinding, sterilizing (0.5% NaOCl) and filtering steps. Extracted
eggs were kept either to hatch J2s or to be aliquoted and stored
at −80◦C for further experiments (e.g., genomic DNA extraction
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FIGURE 1 | Frequency distribution of CpG observed/expected ratio
(CpGo/e) in four different species. (A) C. elegans and (B) D. melanogaster,
and on (C) A. melifera and (D) M. incognita. CpGo/e ratio was measured as a
proxy to estimate the CpG methylation in transcripts from EST data. X axis:

CpGo/e ratio, Y-axis density (frequency distribution) of ESTs. The figure
displays a histogram of Bg GUA CpGo/e ratios with a fitted mixture
distribution. The gray shaded bars represent 95% confidence intervals for the
two mean values.

and chromatin immuno-precipitation). To produce J2s, extracted
eggs were kept on 10 µm sieve in autoclaved tap water, aerated
with an air pump, at room temperature. After 5 days, J2s hatched
and were collected by centrifugation (13000 g, 1 min). J2 samples
were stored at −80◦C for further experiments (e.g., Western blot
and chromatin immuno-precipitation).

STEP 1: DETECTION OF CANONICAL HISTONES AND HISTONE
MODIFICATIONS BY WESTERN BLOTS
The nucleosome is subject to a dizzying array of posttranslational
modifications, which work alone or in combination to constitute
a histone code that regulates chromatin structure and function
(Jenuwein and Allis, 2001). The four core histones, H2A, H2B,
H3, and H4, which are responsible for folding DNA into nucleo-
somes, have been described as very highly conserved throughout
evolution (Mariño-Ramírez et al., 2006). This high conservation
allowed us to test commercial antibodies that react with mammals
but also with a wide range of species. In some species, chro-
matin is condensed around the centromere and characterized by
several methyl groups on lysine amino acid (K) at 9 and 20 posi-
tion of histone H3 and H4 respectively. These marks are noted
H3K9Me2/3 and H4K20Me3 and can be recognized by specific

antibodies. Before immuno-precipitation of M. incognita DNA,
we tested 12 commercial antibodies, directed against histone H3
and several H3 and H4 modifications, on M. incognita J2s with
western blots.

Western blots were performed as previously described by
Azzi et al. (2009). Briefly, about one thousand M. incognita
J2s were re-suspended in denaturation buffer, treated by son-
ication and boiled 5 min at 99◦C. Proteins were separated
by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes
(Amersham RPN203D) by the semi-dry method (SEMI-PHOR
Bio-Rad). The membrane was blocked overnight at 4◦C in
blocking buffer and incubated with one of the 12 following
commercial antibodies (1µg/µl): Anti-histone H3 (H3, abcam
ab1791 and Active Motif 39164); Anti-Histone H3 dimethy-
lated at lysine 4 (H3K4Me2, Abcam ab32356) or at lysine 36
(H3K36Me2, Abcam ab9049); Anti-Histone H3 trimethylated
at lysine 4 (H3K4Me3, Millipore 04-745 and Abcam ab8580),
at lysine 9 (H3K9Me3, Abcam ab8898 and Upstate) or at
lysine 27 (H3K27Me3, Diagenode pAB-069-050); Anti-Histone
H3 acetylated at lysine 9 (H3K9Ac, Upstate); Anti-Histone H4
trimethylated at lysine 20 (H4K20Me3, abcam ab9053) and Anti-
hyperacetylated Histone H4 (H4PentaAc, Upstate). Bands were
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revealed by Enhanced Chemical Luminescence (ECL Pierce) and
direct exposure to X-ray film (Amersham).

The antibodies should give a unique staining on the
membrane (one unique band) to be selected for DNA immuno-
precipitation. Three antibodies, Anti-H3K4Me3 (Abcam),
Anti-H3K9Me3 (Abcam and Upstate), did not give any signal
(Supplementary Figure 2A). One antibody, Anti-H4PentaAc
gave a non-specific signal with many high molecular weight
bands (Supplementary Figure 2B). Two antibodies, Anti-
H3K27Me3 and Anti-H3K36Me2 gave two distinct bands
(Supplementary Figure 2C). Six antibodies, Anti-histone
H3 (Abcam and Active), Anti-H3K4Me2, Anti-H3K4Me3
(Millipore), Anti-H3K9Ac and Anti-H4K20Me3 gave a unique
signal at 17 kDa (Figure 2) as expected for histones (Bártová
et al., 2005).

We conclude that canonical histones and histone modifica-
tions are present and that six commercially available antibod-
ies could be used for immuno-precipitation of M. incognita
chromatin.

STEP 2: CONTROLLED FRAGMENTATION INTO NUCLEOSOMES
Because little is known about chromatin organization in M. incog-
nita, we started by testing partial Micrococcal Nuclease (MNase)
digestion of chromatin to reveal its nucleosome structure, which
is the fundamental unit of chromatin. Because DNA portions
of nucleosome core particles are less accessible for MNase than
linking sections, DNA gets digested into fragments of lengths
equal to multiplicity of distance between mono-nucleosomes.
First, to access nuclei, we tested different grinding times, from
3 to 10 min, for cell lysis in Dounce homogenizer. As a mea-
sure for grinding efficiency, we colored nuclei using Hoechst, a

fluorescent stain that binds strongly DNA. Also, because M. incog-
nita life-stages are really different in shape and composition, we
tested these grinding conditions on both J2s and eggs. Best results
were obtained with 10 min total in Dounce homogenizer, dis-
tributed as 5 min grinding following by 5 min at rest (Figure 3A).
Then, we tested different MNase concentrations (from 15 to 30 U;
Figure 3B and Supplementary Figure 3) and incubation times
(0, 2, 4, 5, 6, and 7 min). Typical mono-nucleosome structure was
observed with fragments about 150 bp and multiplicity of this size
(Figure 3B). Finally, 5 min incubation with 1 µl MNase (15 U)
was chosen as the standard conditions to perform further steps
of immuno-precipitation of the chromatin in M. incognita.

STEP 3: CHROMATIN IMMUNO-PRECIPITATION (ChIP)
To immunoprecipitate M. incognita DNA, we used the ChIP
procedure adapted for non-model organisms by Cosseau et al.
(2009). Each step of the procedure (Supplementary Material)
had to be customized for M. incognita. Basically, we tested dif-
ferent grinding times for cell lysis and different Micrococcal
nuclease (MNase, Affymetrix, USB 70196Y) concentrations and
incubation times (see Results). Nuclei were stained with Hoechst
33342 fluorescent stain (1/2000 dilution; Invitrogen H1399) and
observed under microscope (40X, Nikon T1-SM) before and after
grinding.

Because the antibody should be in excess over the histone of
interest for ChIP, we tested protein/chromatin precipitation effi-
ciency in M. incognita with increasing antibody volume ranging
from 0 to 16 µl (1 µg/µl), for each of 3 tested antibodies (among
the 6 antibodies that could be use): Anti-H3 (Abcam), Anti-
H3K4Me3 (Millipore), and Anti-H4K20Me3. For each antibody
concentration, DNA from the bound and unbound fractions

FIGURE 2 | Western blot detection of (A) unmodified histone H3, (B) modified histone H3: dimethylated H3 at lysine 4 (H3K4Me2) and acetylated H3
at lysine 9 (H3K9Ac) and (C) modified histone H4: trimethylated H4 at lysine 20 (H4K20Me3) in M. incognita J2s.
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was extracted with phenol/chloroform so we could quantify the
sequences associated with each antibody by qPCR. In other
species, histone marks such as H3K4Me3 were enriched around
the transcription start sites (TSSs) of genes and were associ-
ated with active transcription (Du et al., 2013). For this reason,
primers were designed to match genomic region close to TSSs of

FIGURE 3 | (A) Pictures showing nucleus (in black; Hoechst staining) of M.
incognita eggs observed under microscope (40X, Nikon T1-SM) before
(Control) and after grinding (Supernatant and Centrifugation sediments).
The experiment started with intact eggs (Control) that were grinded for
5 min in Dounce homogenizer to release nuclei. After centrifugation, only
nuclei were observed in centrifugation sediments whereas nuclei and
fragments remained in supernatant. Scale bar, 10 µm. (B) Electrophoresis
gel of M. incognita eggs DNA after 0, 2, 4, 5, 6, and 7 min MNase (15 U)
treatment showing a very characteristic pattern, similar to a ladder, for
nucleosome. Marker 1 and 2 exhibit regularly spaced bands ranging from
200 to 10,000 bp and 100 to 1000 bp, respectively.

M. incognita housekeeping genes, Actin and GAPDH (Minc06773
and Minc12412, respectively; Table 2). Quantitative Real-time
PCR (qPCR) analyses were performed using the LightCycler 2.0
system (Roche Applied Science) and LightCycler Faststart DNA
Master SYBR Green I kit (Roche Applied Science). qPCR ampli-
fication was done in a final volume of 10 µl composed of 2.5 µl
of immuno-precipitated chromatin, 1.5 µl H2O, 0.5 µl of each
primer 10 µM and 5 µl of master mix. The following Light-Cycler
run protocol was used: denaturation, 95◦C, 10 min; amplifica-
tion and quantification (repeated 40 times), 95◦C for 10 s, 62◦C
for 5 s, 72◦C for 16 s; melting curve, 60–95◦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 cycle threshold
(Ct) was determined using the “2nd derivative” method of the
LightCycler 480 Software release 1.5. Primers were designed for
this experiment with the Primer3 web-interface (Table 2). Quality
and specificity controls were performed for each qPCR prod-
uct (Supplementary Figure 1): amplification of a unique 150 bp
band was verified by electrophoresis separation through a 2%
agarose gel; amplicons were sequenced to verify that they matched
expected sequence (GATC-biotech; Table 2); Primer efficiency
was calculated based on Ct value for increasing genomic DNA
concentration (from 0 to 1 ng/ul); Melting curve and negative
first derivative of the melting-curve were recorded for each qPCR
product to validate that only one product was amplified (one peak
was observed).

The amount of target DNA recovered in the immune-
precipitated fraction was quantified by calculating the percent
input recovery (% IR) normalized with the percent input recov-
ery obtained with the housekeeping gene as previously described
by Cosseau et al. (2009).

Also, because of previous MNase digestion, the amplicon
size has to be no longer than 150 pb to match M. incognita
mono-nucleosome length. With M. incognita DNA, antibodies
Anti-H3 and Anti-H4K20Me3 never reached saturation up to
16 µl (Figure 4). This could mean that these antibodies are not
specific to histone H3 and histone H4 trimethylated at lysine
20 but recognize other proteins/marks. So, the more antibody
was added, the more proteins interacted which generated a back-
ground signal detected thanks to qPCR. On the contrary, the
Anti-H3K4Me3 antibody successfully immuno-precipitated M.

Table 2 | Amplicon sequences and primer sequences designed for qPCR.

Name Sequence Length (bp) Product size (bp)

M. incognita
GAPDH amplicon

CGTGCAGCGGTTGAGAAGGATACTGTCCAAGTTGTTGCTGTCAATGACCCGTTCATTGATCTTGACTATATGGTTTGGGGGAGACTTT
CTATTAATAACTCCAATAACTTTTAGGTCTATATGTTTAACTATGATTCCACCCACGGACGC

Mi_ChIP_GAPDH_F CGTGCAGCGGTTGAGAAGGA 20 150

Mi_ChIP_GAPDH_R GCGTCCGTGGGTGGAATCAT 20

M. incognita Actin
amplicon

AAGATGGATGAAGAGGTAGCCGCCCTTGTTGTGGATAATGGCAGTGGAATGTGCAAGGTTAGTTAAAAATGCCCTTTTTTCGATTTAA
AGTTCTGTTGTTTTTTAAAGGCTGGATTTGCGGGTGATGATGCTCCTCGTGCCGTTTTTCCA

Mi_ChIP_Actin_F AAGATGGATGAAGAGGTAGCCGCCC 25 150

Mi_ChIP_Actin_R TGGAAAAACGGCACGAGGAGCA 22

Frontiers in Physiology | Invertebrate Physiology June 2014 | Volume 5 | Article 211 | 6



Perfus-Barbeoch et al. Epigenetic content of Meloidogyne incognita

FIGURE 4 | qPCR on M. incognita chromatin that had been
immuno-precipitated with various volumes (0–16 µl) of Anti-H3,
Anti-H3K4Me3, and Anti-H4K20Me3 antibodies (1 µg/µl). The amount
of target DNA recovered in the immune-precipitated fraction was quantified
by calculating the percent input recovery (% IR) normalized with the
percent input recovery obtained with the housekeeping gene as previously
described by Cosseau et al. (2009).

incognita chromatin and reached saturation at 8 µl (Figure 4).
Titration saturation for higher antibody concentrations indi-
cates that the antibody is specific to the histone mark
(Cosseau et al., 2009). Therefore, this antibody could specifically

immuno-precipitate M. incognita and could be use for further
analysis.

To summarize, we optimized the ChIP protocol for M. incog-
nita, based on the previously published method for non-model
organisms (Cosseau et al., 2009). First, we have optimized lysis
and extraction of nuclei for M. incognita to 10 min grinding
in digestion buffer. Then we found that the optimum time for
MNase digestion (15U), to obtain fragmented chromatin into
mono-nucleosome to penta-nucleosomes, a size range that is
optimal for ChIP, was 5min. Finally, qPCR experiments indicated
that N-Chip procedure should be performed with an excess of
8 µl antibody Anti- H3K4Me3. Now that chromatin immuno-
precipitation has been optimized in M. incognita it opens new
perspectives to further investigate the genome-wide distribution
of PTMs by high-throughput sequencing (N-ChIP-Seq).

DISCUSSION
In the past few years, genome projects have demonstrated that
DNA methylation is far more widespread than one would expect
from the lack of DNA methylation in non-mammalian model
organisms, such as the model nematode C. elegans. Moreover,
functional DNA methylation has been recently reported in the
parasitic nematode T. spiralis (Gao et al., 2012, 2014). Altogether,
this makes us wonder what DNA methylation picture in M.
incognita could be.

The de novo DNA methylation process can produce new
methylated sites without pre-existing pattern by affecting cytosine
nucleotide (Goll and Bestor, 2005). Depending on CG density,
some of these de novo sites can then be maintained by DNMT
maintenance methyltransferases. CpG under representation is
generally seen as sign of DNA methylation (Bird, 1980). CpG o/e
suggests that DNA methylation was present as a subset of genes in
M. incognita ancestral species, that these sequences were obtained
by horizontal gene transfer from a species with DNA methylation
or that the EST database was contaminated. In the first case, M.
incognita might have lost DNA methylation enzymes, which may
have been present in the ancestral nematode, from its genome,
as what is thought for C. elegans (Gutierrez and Sommer, 2004;
Suzuki and Bird, 2008). Nevertheless, the observed CpG bias
could also be due to other mechanisms (Jabbari and Bernardi,
2004). By LC-MS DNA methylation could not be detected in M.
incognita that goes in line with the absence of gene coding for de
novo DNA methylation activity.

The nucleosome is one of the most highly conserved struc-
tures known in eukaryotes, which is consistent with the particle’s
fundamental role in packaging DNA into the nucleus (Turner,
1993, 2005). After prolonged digestion, the MNase degrades the
chromatin to its fundamental repeating unit, called the nucle-
osome. In M. incognita, DNA fragment observed miccrococal
nuclease digestion of 150 bp define the nucleosome that is con-
sistent with what is known of the “primary structure” of chro-
matin with DNA fragment of length around the ∼145–150 pb
(Kornberg and Thomas, 1974; Luger et al., 1997; Rando, 2011).
However, it is becoming clear that chromatin structures are not
nearly as uniform and regular as previously assumed: nucle-
osomes vary in their histone protein components due to the
incorporation of variant histones and PTMs (Luger et al., 2012;
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Turner, 2012). All PTMs, reversible for the most part, either
change nucleosome structure directly by affecting histone pro-
teins and DNA interactions or indirectly by recruiting binding
proteins that act on the underlying chromatin structure, as has
been proposed in the “histone code” hypothesis (Strahl and
Allis, 2000). However, in spite of the high conservation of his-
tone proteins along evolution, their degree of modification varies
enormously according to the species, the developmental stage,
the tissue and the cellular cycle phase (Strahl and Allis, 2000;
Trojer and Reinberg, 2007; Luger et al., 2012; Turner, 2012).
Here, we provided evidences for a “canonical nucleosome struc-
ture” in M. incognita with recognition of both unmodified and
modified histone H3 as well as modified histone H4. Both euchro-
matin and heterochromatin regions contain specific PTMs and
binding proteins. For instance, in C. elegans, heterochromatin is
enriched in trimethylated H3 histones at lysine 56 (H3K56Me3)
and lysine 9 (H3K9Me3; Jack et al., 2013). Ultimately, to identify
features of transcriptional networks that regulate developmen-
tal processes, ChIP-sequencing was completed genome-wide in
C. elegans (Niu et al., 2011). We expect to build on this founda-
tion, together with this preliminary study, for further evaluation
of transcriptional regulatory mechanisms during M. incognita
development.

In addition, it is to be noted that nematodes could be divided
in monocentric species and holocentric species (Subirana and
Messeguer, 2013). C. elegans as well as M. incognita belong
to the latter in which the centromeric function spreads out
over the whole chromosomes (Triantaphyllou, 1983; Dernburg,
2001; Melters et al., 2012). Moreover, changes in chromosome
number and structural rearrangements have been reported in
Meloidogyne species (Triantaphyllou, 1981; Castagnone-Sereno,
2006; Abad et al., 2008). Being able to study position and his-
tone protein components of M. incognita nucleosomes can be
used to better understand diverse biological processes including
DNA replication, recombination, mutation and repair. Because of
the intimate relationship between nucleosome locations and these
processes, we anticipate that ChIP-seq experiments in M. incog-
nita will shed more light on genome evolution that seems to be
crucial for an organism whose mode of reproduction is obligatory
mitotic parthenogenesis (apomixis).

One major role for epigenetic variation in evolution would
be to promote phenotypic variability, and allow populations
to widely explore new environmental conditions. However, the
detailed mechanisms thanks to which parasites evade host immu-
nity for instance are poorly understood. M. incognita constitutes
an ideal model to study these mechanisms, especially as inher-
itance of the nematode virulence does not segregate in accor-
dance with Mendel’s laws together with asexual multiplication
in host plants (Castagnone-Sereno et al., 1994). Because clones
can be obtained, genetic variability is reduced. As a result, M.
incognita provides support for the study of epigenetic heredity
distinct from the canonical Mendelian rules. Recently, it became
apparent that parasitism success is partly accomplished by epige-
netic means in several parasites, including, among others, proto-
zoans Plasmodium and trematodes Schistosoma. More especially,
PTMs plays a key role in the regulation of gene transcription
of these parasites (Mourão et al., 2012; Perrin et al., 2013). For

instance, it has been conclusively shown that PTMs, especially
acetylations and methylations, and the propagation of hete-
rochromatin away from the telomeres control the transcriptional
switching between VAR genes that will trigger antigenic varia-
tion and enable immune evasion by the parasite, Plasmodium
falciparum (Freitas-Junior et al., 2005; Chookajorn et al., 2007;
Malmquist et al., 2012; Jiang et al., 2013). In Schistosoma man-
soni, N-ChIP-seq experiments have been successfully performed
to compare chromatin structure at different stages of the para-
site life cycle, on different strains and on different sexes (Caby
and Pierce, 2009; Cosseau et al., 2009; Lepesant et al., 2011,
2012). These advances in understanding S. mansoni epigenetic
regulation have lead to the identification of promising new
targets for the development of new drug to combat schistoso-
miasis (Pierce et al., 2012; Lancelot et al., 2013; Marek et al.,
2013).

The importance of PTMs in regulating crucial developmental
processes in parasites combined with the recent resolution of the
genome sequences of M. incognita make the study of epigenetic
machinery possible and susceptible to break new ground.

CONCLUSION
For the first time in M. incognita, this study details DNA methy-
lation and nucleosome structure, carriers of epigenetic infor-
mation. Genomic DNA of M. incognita is not methylated. The
general characteristics of nucleosome structure that we observed
in the M. incognita genome are in accordance to what epi-
genetic studies have reported from other invertebrate species.
Histone modifications, important markers of function and chro-
matin state, were identified in M. incognita. This study opens
the way for analyzing epigenetic mechanisms in M. incognita
at a whole-genome scale to identify new biological processes
involved in the generation of phenotypic variation in absence of
sexual reproduction in an ecological and economical important
model.
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Supplementary material : Links to public databases.
Expressed sequenced tags (EST) of M. incognita from NCBI-

dbEST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=meloido
gyne+incognita

Primer3 web-interface: www.bioinformatics.nl/primer3plus/
M. incognita whole proteome: http://www6.inra.fr/ meloidog-

yne_incognita/Genomic-resources/Blast

Supplementary Figure 1 | Quality and specificity controls for qPCR

analysis. (A) Electrophoresis gel of 150 bp genomic DNA amplified with
primers specifically designed for ChIP validation. Markers 1 and 2 exhibit
regularly spaced bands ranging from 200 to 10,000 bp and 100 to 1000 bp,
respectively. (B) Primer efficiency was assessed on increasing genomic
DNA concentration (from 0 to 1 ng/ul): increase in fluorescence intensity is
proportional to the increase in amplicon concentration. (C) Melting curves
and negative first derivative of the melting-curve: presence of a single
homogeneous melt peak confirms specific amplification.

Supplementary Figure 2 | Western blots showing non-specific signals in

M. incognita J2s. (A) Anti-H3K4Me3 or Anti-H3K9Me3 antibodies. (B)
Anti-H4PentaAc antibody. (C) Anti-H3K27Me3 or Anti-H3K36Me2
antibodies.

Supplementary Figure 3 | Electrophoresis gel of M. incognita eggs DNA

after 0, 2, 4, 5, 6, and 7 min MNase (30U). Marker 1 and 2 exhibit regularly
spaced bands ranging from 200 to 10,000 bp and 100 to 1000 bp,
respectively.
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IX.3. Annexe 3 : Protocoles de ChIP testés sur P. damicornis 

Cette annexe contient un bref descriptif des différents protocoles de ChIP-Seq testés 

sur le corail Pocillopora damicornis. L’ensemble des expérimentations est résumé dans le 

Tableau Supplémentaire 1. 

Tableau Supplémentaire 1 : Détail des conditions testées pour l’optimisation du ChIP, en particulier pour la 
digestion à la nucléase micrococcale (MNase). CB = Corail blanchi (réduction de > 99% des Symbiodinium 
intratissulaires); CS = Corail sain. Airpic : appareil projetant de l’air comprimé. Waterpic : pulvérisateur d’eau de 
mer. (Lefevre & Bonifer 2006). 
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IX.4. Annexe 4 : Diapositives de soutenance 

Cette annexe contient les diapositives utilisées lors de la soutenance du 8 décembre 

2015. La version PowerPoint est disponible sous demande à david.roquis@yahoo.com. 
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IX.5. Annexe 5 : Documents administratifs relatifs à la thèse 

Cette annexe contient les documents administratifs relatifs à la thèse, présentés 

dans l’ordre ci-dessous : 

Ø Avis du rapporteur Étienne Danchin sur le manuscrit de thèse (page 291). 

Ø Avis du rapporteur Raymond Pierce sur le manuscrit de thèse (pages 293-296). 

Ø Avis de soutenance publique (page 297). 

Ø Procès verbal de soutenance de thèse du 8 décembre 2015 (page 299). 

Ø Rapport sur la soutenance de thèse du 8 décembre 2015 (page 301). 

Ø Attestation de réussite au diplôme de doctorat en biologie (page 303). 
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Rapport sur la thèse de David Roquis 
intitulée « Contribution de l’épigénétique dans les dauermodifikations et 

l’évolution adaptative Chez les parasite humain sChistosoma mansoni et le 
Corail tropiCal poCillopora damiCornis » 

en vu de la soutenance du 8 décembre 2015 
 

J’ai lu avec grand plaisir le manuscrit de cette thèse. Le plaisir émergeait de plusieurs choses: la qualité de l’écriture, 
l’intérêt du sujet et une certaine forme d’érudition en profondeur. 
 
Le préambule de 2 pages, donne le ton. Il m’a de plus fait me sentir moins seul car il décrit tellement bien mon propre 
parcours vis-à-vis de ce que l’on entend par hérédité. C’est en soit une information très rassurante car le cursus de 
David est vraiment très différent du mien, sans parler du décalage dans le temps sur lequel je n’insisterai pas. 
 
L’introduction est magistrale à mes yeux. Elle dresse la vision de l’impétrant de l’évolution et de l’adaptation depuis les 
origines grecs de la science jusqu’à nos jours en un zoom avant qui donne un peu le vertige, signe de qualité. Cette 
section introduit la notion de Dauermodifikation, qui n’est rien d’autre à mes yeux que la première formulation 
scientifique de ce que l’on appelle aujourd’hui l’hérédité non génétique. Ce terme constitue le fil directeur de cette 
thèse comme en témoigne la présence de ce concept dans le titre même de la thèse. Il se peut qu’une partie de mon 
enthousiasme soit lié aux sections qui suivent l’introduction de ce concept. J’aurai certainement envie de discuter 
certains aspects de la figure 6 qui précède la section intitulée épigénétique. Là de nouveau une culture générale tout à 
fait remarquable et très pédagogiquement présentée. La section 1.2.2 pourrait avoir été baptisée autrement, mais tout 
cela reste passionnant. Je reviendrai certainement sur des questions qui ont émergé dans ma tête lors de cette lecture, 
en particulier à la lecture de la figure 15. La fin de cette introduction achève le zoom avant en présentant la 
problématique générale de la thèse. 
 
S’ensuivent 4 chapitres, tous correspondant à des articles, certains publiés, d’autres dans le processus de soumission, 
d’autres quasi fini mais gardé sous le coude pour accompagner une publication en devenir. Bref une belle production 
scientifique, réalisée ou en devenir. L’ensemble de ces parties qui constituent le corps de la thèse m’ont fait réaliser à 
quel point certaines approches sont fortement dirigée, voire contraintes par les aspects purement techniques des 
méthodes de biologie moléculaire. Je suppose que c’est en réaction à cet aspect flagrant que David a désiré avoir une 
vraie section conceptuelle en amont et je ne peux que le féliciter pour ce choix qui révèle pour moi une vraie dimension 
de recherche. C’est d’ailleurs de l’interaction entre ces chapitres et l’introduction qu’ont émergé les questions que je 
poserai lors de la soutenance. N’étant pas un spécialiste des aspects purement techniques, je m’en tiendrai plus aux 
partie conceptuelles. Mais d’une manière générale, je trouve que cette thèse nous fait toucher du doigt à quel point 
nous ne connaissons que très peu de choses concernant ce processus qui va du gène à l’individu. À côté de cela la partie 
purement génétique apparaît comme une autoroute de savoir (même si nous connaissons tous toutes les limites de nos 
connaissances en génétique). 
 
Même si j’en devine la raison, je ne peux me retenir de formuler une question qui m’a sauté aux yeux à l’abord du 
chapitre V: pourquoi avoir introduit, si tard, un deuxième modèle biologique, certainement passionnant, mais qui 
apporte une couche de complexité supplémentaire pas forcément évidente à assumer. 
 
Arrive ensuite une dernière section consacrée à la discussion qui se révèle tout aussi intéressante. 
 
Bien évidemment mon avis est des plus favorables pour la soutenance de cette thèse à laquelle je me réjouis donc de 
participer. 
 
 

 
Etienne Danchin 
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RÉSUMÉ : 
De nombreux travaux, chez divers organismes vivants, font état de caractères acquis en réponse à 
des changements environnementaux et pouvant être transmis à la descendance sur quelques 
générations, avant de disparaître progressivement. Ces phénomènes, autrefois nommés 
Dauermodifikations, ne suivent pas les processus génétiques et évolutifs classiques. Toutefois, les 
mécanismes épigénétiques, plus flexibles, sont des candidats prometteurs pour expliquer ces 
observations. Dans le cadre de cette thèse, nous avons exploré les liens entre épigénétique et 
Dauermodifikations chez deux organismes distincts : le corail tropical Pocillopora damicornis et 
le parasite humain Schistosoma mansoni. Nos travaux ont permis une meilleure caractérisation 
des épigénomes de ces deux organismes. Nous avons également constaté que des modifications de 
l’épigénome peuvent apparaître a priori de manière spontanée ou être induites par des 
changements environnementaux. Certaines de ces modifications sont transmises et persistent lors 
du passage entre des stades développementaux distincts. 
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IX.6. Annexe 6 : Liste des corrections du manuscrit de thèse 

Cette annexe dresse une liste des modifications apportées sur cette version post-

soutenance du manuscrit (finalisée le 25 janvier 2016) par rapport à la version pré-

soutenance (finalisée le 18 octobre 2015). 

 

Modifications du texte 

Ø Remerciements : ajout de quelques personnes malencontreusement oubliées ainsi 
que d’une section de remerciements post-soutenance. 

Ø I.1.3.7. Émergence de la génétique (page 16-17) : ajout de la contribution de Wilhelm 
Johannsen. 

Ø I.1.3.9. Progrès moléculaires et génocentrisme (page 18) : ajout de la définition du 
gène égoïste. 

Ø I.1.3.10 Importance des interactions (pages 18-20) : approfondissement sur les travaux 
de William Donald Hamilton et ajout des contributions de George Price. 

Ø I.2.2.2. Autres modifications chimiques des nucléotides (page 36) : cette section 
s’intitulait précédemment « autres nucléotides modifiés ». 

Ø I.2.2.5. Localisation nucléaire des chromosomes (page 43-44) : approfondissement et 
ajout de références plus récentes. 

Ø I.3.1.1. Cycle de vie (page 47) : ajout de détails sur le cycle de vie de S. mansoni. 

Ø I.3.5.2. Résistance induite à un schistosomicide (page 57) : ajouts d’informations sur 
deux autres types d’induction de résistance à l’hycanthone. 

Ø I.4.1.1. Caractéristiques biologiques et cycle de vie (pages 58-60) : ajouts de 
précisions sur les caractéristiques morphologiques des colonies de P. damicornis. 

Ø I.4.1.2. Distribution géographique (page 60) : distribution géographique de P. 
damicornis mieux détaillée. 

Ø Chapitre VI : Discussion (pages 203-218) : modifications, pour les trois types 
d’épimutations (cibées, aléatoires et associées au génotype), de leur nombre, de leur 
pourcentage d’héritabilité et de leurs caractéristiques générales pour être en accord 
avec la version de l’article « Frequency and mitotic heritability of epimutations in 
Schistosoma mansoni » acceptée par le journal Molecular Ecology le 24 janvier 2016. 

Ø VI.4. Rôle évolutif de la variabilité épigénétique (pages 213-218) : modification du texte 
pour accompagner les nouvelles Figures 31 et 32.  

Ø Chapitre VIII : Références bibliographiques (pages 223-243) : ajouts de douze 
nouvelles références reliées aux précédents ajouts et corrections. 

Ø Multiples coquilles, fautes et détails mineurs corrigés tout au long du manuscrit. 
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Modifications des figures 

Ø Figure 2 et 9 (page 9 et page 29) : modification des polices pour améliorer la lisibilité. 

Ø Figure 3 (page 11) : refonte de la Figure 3A et 3B, ajout de la Figure 3C. 

Ø Figure 5 (page 23) : refonte de la Figure 5A pour rajouter Daphnia longicephala et 
ajout de la 5B présentant les formes intermédiaires de Daphnia cucullata. 

Ø Figure 8 (page 28) : figure de meilleure résolution et redressée.  

Ø Figure 17 (page 44) : ajout de la Figure 17B. 

Ø Figure 27 (page 66) : correction d’une coquille. 

Ø Figure 31 (page 216) : ajout de cette nouvelle figure pour proposer un modèle adaptatif 
épigénétique à dans changements de l’environnement modérés. 

Ø Figure 32 (page 217) : ajout de cette nouvelle figure pour proposer un modèle adaptatif 
épigénétique à dans changements de l’environnement forts. 

 

Documents supplémentaires 

Ø Chapitre II : Caractérisation de la structure chromatinienne de S. mansoni  (pages 95-
97) : ajout de la Supplementary Figure 1 et des Supplementary Tables 1 et 2 de l’article 
de PLoS Neglected Tropical Diseases. 

Ø Chapitre III : Résistance à un schistosomicide et impact sur l’épigénome de S. 
mansoni  (pages 117-119) : ajout des Supplementary Tables 1 et 2 et de la Supplementary 
Figure 1 de l’article de Frontiers in Genetics. 

Ø Chapitre IV : Effet de la souche d’hôte intermédiaire sur l’épigénome de S. mansoni 
(pages 125-170) : ajout de la version corrigée de l’article acceptée par Molecular 
Ecology (en date du 24 janvier 2016). Ajout des Supplementary Figures 1 à 6 et du 
contenu des Supplementary Files 4, 5, 6 & 8. 

Ø Annexe 4 (pages 275-288) : ajout de cette annexe incluant les diapositives de la 
soutenance du 8 décembre 2015. 

Ø Annexe 5 (pages 289-304) : ajout de cette annexe incluant les différents documents 
administratifs reliés à la thèse. 

Ø Annexe 6 (pages 305-306) : ajout de cette annexe listant les modifications du 
manuscrit entre les versions pré- et post-soutenance. 

 

Autre 

Ø Chapitre VIII : Références Bibliographiques (pages 223-243) : refonte pour améliorer 
la lisibilité.  
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Résumé 

L’origine de la variabilité phénotypique est un sujet très débattu depuis les théories de Lamarck et Darwin. Dans la 
vision contemporaine de l’évolution adaptative, il est communément admis que la seule source héritable de variabilité 
phénotypique soit d’origine génétique. Le phénotype est alors le produit du génotype sous l’influence de 
l’environnement. La mutation aléatoire des séquences d’ADN permet de générer de nouveaux variants 
phénotypiques qui sont alors soumis à la sélection naturelle. Traditionnellement, il est considéré que les caractères 
acquis par un individu durant sa vie, en réponse à l’environnement, ne sont pas héritables et ne jouent aucun rôle 
évolutif. Pourtant, il y a presque un siècle, un biologiste allemand du nom de Victor Jollos a mis en évidence que 
certains phénotypes peuvent être induits par des conditions environnementales particulières et persister durant 
quelques générations en l’absence du stimulus initial avant de disparaître progressivement. Il nomma ce phénomène 
Dauermodifikations, littéralement « modifications de longue durée ». Ses conclusions allaient à contre-courant des 
conceptions évolutives de son temps, et ont été considérées comme des artéfacts expérimentaux. Toutefois, nous 
sommes maintenant conscient qu’outre le code génétique, il existe également un autre mécanisme permettant une 
réponse héritable et pourtant flexible en réponse aux fluctuations environnementales : le code épigénétique. Au 
cours de cette thèse, j’ai essayé de mieux caractériser le rôle des mécanismes épigénétiques, plus précisément ceux 
impliqués dans la structure chromatinienne, chez deux organismes présentant des Dauermodifikations : le corail 
tropical Pocillopora damicornis et le parasite humain Schistosoma mansoni. Les deux objectifs principaux de cette 
étude sont de déterminer (I) de quelle manière l’environnement influence la structure chromatinienne (ciblée ou 
aléatoire) et (II) dans quelle mesure ces changements sont-ils héritables (mitotiquement ou méïotiquement). 

Nos résultats ont permis de mieux caractériser les épigénomes des deux organismes étudiés. Nous avons décrit la 
structure chromatinienne de S. mansoni au travers de la distribution de six modifications d’histones, sur deux stades 
développementaux. Par ailleurs, nous avons montré chez S. mansoni trois types de changements de la structure 
chromatinienne : (I) ciblés en réponse à l’environnement, (II) associés au génotype et (III) aléatoires. Seuls les types II 
et III sont héritables d’un stade développemental du parasite à un autre. Nos travaux sur P. damicornis ont permis de 
remarquer une structure chromatinienne inhabituelle et d’offrir une première description d’un méthylome de corail. 

Mots-clefs : Dauermodifikations, épigénétique, modification d’histones, méthylation de l’ADN, Schistosoma mansoni, 
Pocillopora damicornis, évolution adaptative, héritabilité non génétique. 

 

Abstract 

The origin of phenotypic variability has been much debated since the establishment of Lamarck’s and Darwins 
theories of evolution. It is commonly accepted in the contemporary vision of adaptive evolution that the only source of 
heritable phenotypic variability is genetic. Here, phenotypes are the product of the genotypes under the influence of 
the environment. Random DNA mutations generate novel phenotypes, which are then subjected to natural selection. 
Traditionally, it is considered that acquired characters are not heritable and have no impact on evolution. Yet almost a 
century ago, a German biologist named Victor Jollos revealed that some phenotypes could be produced in particular 
environmental conditions and could persist for a few generations in the absence of the original stimulus, before 
disappearing gradually. He named this phenomenon Dauermodifikations, literally “long term changes”. His 
conclusions were going against evolutionary conceptions of his time, and were considered experimental artefacts. 
However, we are now aware that, in addition to the genetic code, there is also another heritable, and yet flexible, 
mechanism responding to environmental fluctuations: the epigenetic code. In this thesis, I attempted to characterize 
the role of epigenetic mechanisms, and more specifically modifications of the chromatin structure, in two organisms 
with Dauermodifikations: the tropical coral Pocillopora damicornis and the human parasite Schistosoma mansoni. The 
two main objectives of this study were (I) to determine how the environment influences the chromatin structure (in a 
targeted or random fashion) and (II) to what extent these changes are heritable (through mitosis or meiosis). 

My results provide a better knowledge of the epigenome of the two organisms we studied. We have described the 
chromatin structure of S. mansoni through the distribution of six histones modifications, in two developmental stages. 
Furthermore, we have shown three types of changes in chromatin structure of S. mansoni: (I) targeted in response to 
environmental changes, (II) genotype associated, and (III) random. Only types II and III are inherited to the next 
developmental stages of the parasite. Our work on P. damicornis delivers evidence for an unusual chromatin structure 
in this organism and to provide the first description of a coral methylome 

Keywords: Dauermodifikations, epigenetics, histone modifications, DNA methylation, Schistosoma mansoni, 
Pocillopora damicornis, adaptive evolution, non-genetic inheritance. 


