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1. Rythmes biologiques
1.1. Origine

L'environnement est soumis a des phénomeénes physiques cycliques causés par les mouvements et
attractions des corps célestes. La rotation de la terre autour du soleil entraine un cycle annuel de 365
jours, c’'est-a-dire le temps pour effectuer une révolution complete. La combinaison de cette
révolution autour du soleil ainsi que de I'angle de rotation de la terre sur elle-méme (23,5°) entraine
les cycles saisonniers (Figure_01_A). En fonction de la position de la terre par rapport au soleil et de
I’angle d’arrivée des rayons du soleil, leur diffusion sur la surface de la terre differe. L’angle d’arrivée
des rayons du soleil détermine la chaleur qui sera diffusée a la surface de la terre. Plus I'angle est droit,
plus les rayons sont concentrés et plus la chaleur est importante. La saison la plus chaude correspond
donc au moment ol les rayons du soleil sont le plus concentrés sur la surface donnée et inversement
pour la période la plus froide.

La rotation de la terre sur elle-méme entraine un cycle journalier de 24h correspondant au temps pour
effectuer cette révolution. Ce cycle voit succéder une alternance entre la période d’éclaircissement
(jour) et de non-éclaircissement (nuit) de la surface terrestre (Figure_01_B). Cette alternance
s’accompagne par des variations de la température causées par la présence ou I'absence des rayons
du soleil.

La rotation de la lune autour de la terre ainsi que les attractions mutuelles entre la lune, le soleil et |a
terre, entrainent le cycle tidal (Figure_01_C). Les forces d’attractions exercées entrainent une légere
déformation de la terre avec un flux et reflux des marées. Un cycle tidal dure environ 12h, avec 6h de
montée des eaux et 6h de descente, entrainant ainsi des modifications importantes des rivages.

ﬂ Révolution Terre Soleil L Rotation Terre ﬂ Attractions Terre Lune Soleil

& e‘,‘\

= v
M i

Cycle saisonnier Cycle jour/nuit Cycle tidal
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Figure 01 : Schéma des mouvements des corps célestes et leur cycle environnemental associé. Les distances
entre les différents corps célestes ne sont pas a I’échelle. A) La révolution de la terre autour du soleil entraine le
cycle saisonnier. B) La rotation de la terre sur elle-méme entraine le cycle jour/nuit. C) Les forces d’attraction de
la terre, de la lune et du soleil entrainent le cycle tidal.

L'ensemble de ces continuelles variations cycliques de I'environnement ont imposé aux étres vivants
de toute forme de s’y adapter pour optimiser leur survie. Certains se sont émancipés de cette
contrainte en vivant dans des environnements stables comme les profondeurs océaniques ou les caves
naturelles. Les autres se sont adaptés a ces contraintes en adoptant des rythmes biologiques
synchronisés avec leur environnement leur permettant ainsi d’anticiper les changements (Sharma,
2003). On définit alors comme rythme biologique tous les phénomeénes biologiques qui se répetent a
intervalles réguliers. |l se caractérise par une période, une phase et une amplitude. Ces phénomeénes
peuvent étre présents a toutes les échelles, allant d’un trait d’histoire de vie a une fonction
physiologique jusqu’au niveau cellulaire avec des interactions biochimiques (Marsaudon, 2006).

1.2.  Expériences historiques et congres fondateur de la chronobiologie
moderne

La discipline scientifique qui étudie les phénomenes de rythme chez les étres-vivants se nomme
chronobiologie. Ce mot qui tire son étymologie du grec, se compose des racines xpovog (khrénos) le
temps, de Bloc (bios) la vie et de Aoyog (logos) étude. Par définition, la chronobiologie va rassembler
I’étude de l'organisation temporelle des étres-vivants ainsi que ses altérations et I'étude des
mécanismes impliqués (Reinberg, 2003).

Si la discipline a proprement parler est récente puisque le premier emploi du terme « chronobiologie »
date de 1967 (Klarsfeld, 2013), les premiéres observations rapportées de rythme chez des étres vivants
remontent au Ve siécle avant J-C. Ainsi, Androsthéne qui servit sous le regne d’Alexandre le grand,
rapporte les premieres observations d’un rythme journalier dans I'ouverture et la fermeture des
feuilles d’un arbre (Dunlap, Loros & DeCoursey, 2004). Il faudra attendre 1729 et I'astronome frangais
Jean-Jacques Dortous de Mairan pour qu’une réelle expérience soit consacrée aux rythmes des étres-
vivants (Dortous de Mairan, 1729). C'est avec I'espéce Mimosa pudica que I'astronome observe que
les mouvements journaliers des feuilles persistent en obscurité prolongée. Il pose ainsi les premiéres
bases scientifiques qui permettront d’aboutir a I'existence d’un rythme biologique ne dépendant pas
uniguement de I'alternance jour/nuit. En 1832, les travaux du botaniste suisse Augustin-Pyramus de
Candolle complétent les observations de Dortous de Mairan en montrant que non seulement ces
mouvements journaliers persistent aussi en condition d’éclairage continu mais que le rythme de ces
mouvements foliaires ne fait pas exactement 24h comme la rotation terrestre mais plutot 22-23h
(McClung, 2006 ; Klarsfeld, 2013). C’est en 1932 qu’Erwin Bilinning, biologiste allemand, va mettre en
évidence chez des feuilles de haricots que les mouvements foliaires persistants en I'absence de cycle
jour/nuit sont héréditaires et sont donc déterminés génétiquement (Queiroz, 1979). Il faudra attendre
1959 pour que Franz Halberg, biologiste roumain travaillant a I'université du Minnesota, propose le
terme de circadien pour qualifier ce genre de rythme (in Erren, 2018). Issu du latin, le mot circadien,
signifie presque (circa) une journée (diem).

Le milieu du XX®™® siécle marque I'explosion des expériences sur les rythmes biologiques et met en
lumiére le manque de terminologie commune. Le 25°™ “Cold Spring Harbor Symposium of
Quantitative Biology” consacré aux horloges biologiques («biological clocks») va y remédier. Ce
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congres est considéré comme fondateur de la chronobiologie moderne puisqu’il a réuni au méme
endroit tous les futurs grands noms du domaine comme Jiigen Aschoff, Erwin Blinning, Franz Halberg
et Colin Pittendrigh. C’est aussi et surtout lors de ce congrés qu’ont été conceptualisées et définies la
notion d’horloge biologique mais aussi la distinction entre les rythmes endogénes et exogenes
(Dunlap, Loros & DeCoursey, 2004; Erren, 2018; Kuhiman, Craig & Duffy, 2018). Ces concepts, notions
et définitions, sont toujours valables aujourd’hui.

1.3.  Rythmes exogenes

Les rythmes biologiques exogenes sont I'ensemble des rythmes causés exclusivement par un zeitgeber
ou synchroniseur environnemental. Ce terme allemand démocratisé par Aschoff peut étre traduit par
« donneur de temps ». Le principal zeitgeber est le cycle jour/nuit mais il existe des zeitgebers non
photiques. C’'est le cas de la température, de I'"humidité ou encore des interactions sociales (Dunlap,
Loros & DeCoursey, 2004). La période du rythme exogéne correspond a celle du zeitgeber (Tableau_01)
(Aschoff, 1960; Queiroz, 1979). Dés lors qu’il est privé de son zeitgeber, le rythme biologique exogéne
cesse.

Tableau 01 : Dénomination des rythmes exogénes en fonction de leur période

Période 1an 24h 1 mois 12h

Rythme exogéne Annuel Nycthéméral Mensuel Tidal

1.4. Rythmes endogenes

Les rythmes endogénes sont I'ensemble des rythmes sous le contréle d’'une horloge interne (Figure
_02) ; c’est-a-dire des rythmes qui sont dus a I'organisme et pas seulement a I'environnement (Aschoff,
1960).

Input Oscillateur QOutput
(Zeitgeber) (horloge interne) (rythme endogene)

IIII
N
Figure 02 : Eskinogramme d’un rythme endogéne synchronisé par un cycle jour/nuit. Dans sa représentation
la plus simplifiée, un rythme endogéne est déclenché par I'action conjointe du zeitgeber et de I'horloge interne.

L’horloge interne ou oscillateur va se synchroniser avec le zeitgeber (ici le cycle jour/nuit) et commander le
rythme endogéne (output, exemple mouvement des feuilles).
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Ces rythmes reposent sur trois caractéristiques fondamentales (Queiroz, 1979; Rijo-Ferreira, Takahashi
& Figueiredo, 2017).

1) Les rythmes endogénes persistent en I'absence de synchroniseurs environnementaux
(zeitgebers). On parle alors de « free running period » (FRP) ou période de libre cours. C'est-a-
dire la période que va prendre le rythme endogene lorsque I'organisme est dans un
environnement constant.

2) Les rythmes endogéenes sont entrainables. C’'est-a-dire que I’horloge interne se synchronise
avec les zeitgebers. C'est par exemple I'adaptation a un décalage horaire.

3) Lesrythmes endogénes font une compensation de la température. C’'est-a-dire que la période
de rythme endogéne restera la méme a différentes températures.

Les rythmes endogeénes sont divisés en plusieurs types en fonction de leur période (Tableau_02). Pour
cette these nous allons uniguement nous intéresser au rythme de type circadien. Le rythme circadien
est un rythme endogene avec une FRP d’environ 24 heures et existe dans tous les régnes du vivant
(Figure_03).

Tableau 02 : Dénomination des rythmes endogénes en fonction de leur période

.. . . Environ Inférieur Environ
Période Environ lan De28halan .
24h a 20h 12h
Rythme endogéne Circannuel Infradien Circadien | Ultradien | Circatidal
Arthropodes Cyanobacteries
Drosophila melanogaster Neurospora crassa Synechococcus elongatus
Activité locomotrice o . -~ * Compaction des
Eclosion des ceufs IEHUCHOM S EORidie @ chromosomes
Q *  Expressionde géne
Konopkaand Benzer 1971 PNAS Merrow et al. 1999 Nature Xu et al, 2003 EMBO J

Helminthes - Mammiferes

Caenorhabditis elegans / [ Homo sapiens

- . \ *  Sécrétion mélatonine
* Activité locomotrice \ o Sommeil
= * Température corporelle

Saigusaet al. 2002 CURR BIOL 0 % A
Kingand Takashi 2000 Annu. Rev. Neurosci

3 = 5 2 Mimosa pudica et Ostreococcus
Bulinus africanus Plasmodium chabaudi ! pud ¢
P Mouvement des
. sy 2 o /)l .

¢ Activité locomotrice ° dh o 1Sai el " feuilles

* Alimentation Ore.Ces ehYTIrocytes ¢ Ouverturedes fleurs

* Pontedes ceufs @ *  Cycle cellulaire
Morgan and Last 1982 Anim. Behav. = Rijo-Ferreiraet al. 2020 Science D"""”S"EMT?;;“;?:;’::T’;““?;:/B:'i“ess"e“”?

Figure 03 : Exemples de rythmes circadiens connus dans différents régnes du vivant. (Dortous de Mairan,
1729; Konopka & Benzer, 1971 ; Morgan & Last, 1982 ; Merrow, Brunner & Roenneberg, 1999 ; King &
Takahashi, 2000 ; Saigusa, Ishizaki et al., 2002; Xu, Mori & Johnson, 2003 ; Thommen, Pfeuty et al.,
2012 ; Rijo-Ferreira, Acosta-Rodriguez et al., 2020).
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Si c’est vers le second quart du XXeme siecle que la base génétique du rythme circadien a été mise en
évidence, il faut attendre la fin du XXéme avec les progrés de la biologie moléculaire pour que les génes
responsables commencent a étre identifiés. La toute premiere découverte revient a Ronald Konopa et
Seymour Benzer en 1971 avec le géne PERIOD chez Drosophila melanogaster (Konopka & Benzer,
1971). D’autres génes sont découverts a travers I'arbre du vivant, comme le géne FREQUENCY chez
Neurospora crassa (Feldman & Hoyle, 1973), le gene CLOCK chez la souris (King, Zhao et al., 1997) ou
encore les génes KAl chez les cyanobactéries (Nishimura, Nakahira et al., 2002). Tous ces génes, dits
de I'horloge ou genes « clock », ont permis de faire ressortir un schéma commun de boucle de
rétrocontréle durant approximativement 24h (Figure_04). De fagon générale, ces boucles se
composent d’éléments positifs qui activent les genes de I’horloge qui activent eux-mémes les éléments
négatifs qui inhibent I'activité des éléments positifs. La phosphorylation des éléments négatifs entraine
leur dégradation et ainsi le retour des éléments positifs pour démarrer un nouveau cycle (Bell-
Pedersen, Cassone et al., 2005).

Signaux environnementaux | p

I

Eléments

/ positifs. Dégradation

induit par

: & (+) KaiA | GenesClock phosphorylation \
Q (-) KaiC \ | (+) CLOCK, BMAL1
(-) PER1, PER2, CRY1,
Cyanobactéries Elements Qﬂ; CRY2

\ . »
— R 2
| négatifs ‘ 59‘) Mammiféres

(+) WC-1, WC-2 (+) CLK, CYC
(-)FRQ (-) PER, TIM
Neurospora Crassa Drosophila melanogaster

Figure 04 : Mécanisme commun des horloges internes (oscillateurs) avec des exemples de différentes espéces.
(Figure modifiée a partir de Bell-Pedersen, Cassone et al., (2005)). Les principaux éléments des horloges sont
indiqués pour chaque espece. Les éléments positifs, indiqués par des (+), sont KaiA, WHITE COLLAR-1 (WC-1),
WHITE COLLAR-2 (WC-2), CLOCK (CLK pour D. melanogaster), CYCLE (CYC) et brain and muscle Anrt-like protein
1 (BMAL1). Les éléments négatifs, indiqués par des (-), sont KaiC, FREQUENCY (FRQ), PERIOD (PER), TIMELESS
(TIM) et CRYPTOCHROME (CRY).

2. Bilharziose

L’'hématurie d’Egypte représentée sur les bas-reliefs de I'époque par le dieu égyptien Seth (Ziskind,
2009) est aujourd’hui connue sous le nom de bilharziose ou schistosomiase. Cette parasitose toujours
d’actualité est la plus importante maladie causée par un helminthe avec plus de 230 millions de
personnes infestées dans le monde (WHO, 2022). Le schistosome, parasite sanguin responsable, a été
découvert en 1851 par Théodore Bilharz qui a ainsi donné son nom a la pathologie (Tan & Ahana,
2007). La plus ancienne trace de cette infestation parasitaire a été découverte en 1910 sur une momie
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égyptienne datant de plus de 10 siecles avant notre ére (XXeme dynastie). L'auteur de cette
découverte, Sir Marc Armand Ruffer, posera ainsi les bases d’une nouvelle discipline scientifique, la
paléoparasitologie (Ziskind, 2009).

Il existe deux formes de bilharziose chez 'Homme causées par six especes de schistosomes. L'espece
Schistosoma haematobium cause la forme urinaire. Cette forme se caractérise par la présence de sang
dans les urines (hématurie) ainsi qu’une fibrose des voies urinaires. Les cinq autres especes, S.
guineensis, S. intercalatum, S. japonicum, S. mansoni et S. mekongi causent la forme intestinale. Cette
forme se caractérise par du sang dans les féeces (rectorragie), des douleurs abdominales, de la fievre et
une hépatomégalie. Dans les deux formes, les symptomes de la maladie sont causés par I’'accumulation
des ceufs du parasite a l'intérieur du systéme urogénital (forme urinaire) ou du foie et des intestins
(forme intestinale). Les pathologies les plus avancées peuvent évoluer en cancer. Cété traitement, si a
I’époque des pharaons le reméede préconisé était une incantation rituelle et une perle de coraline en
guise de suppositoire, aujourd’hui nous pouvons compter sur I'efficacité du Praziquantel. Cette
molécule, dont le mécanisme d’action est inconnu, agit sur la perméabilité des membranes des
schistosomes en provoquant une entrée de Ca2+ et une paralysie du parasite (Cupit & Cunningham,
2015). Elle reste a I’heure actuelle le traitement curatif le plus efficace pour se débarrasser des
schistosomes.

La bilharziose étant une parasitose plus handicapante que mortelle, elle entraine ainsi des
conséquences négatives sanitaires mais aussi économiques et sociales. Ces conséquences sont
d’autant plus importantes que la bilharziose sévit principalement dans les zones tropicales et
subtropicales incluant des pays émergents et des pays en développement (Figure_05). Considérée
comme une maladie tropicale négligée, la bilharziose touche pourtant aussi I’'Europe depuis 2013 avec
I’émergence de cas en Corse dans la riviere du Cavu (Holtfreter, Moné et al., 2014 ; Berry, Moné et al.,
2014).

Pourcentage de la population mondiale nécessitant une chimiothéraple préventive, 2019

Nouvelle région d’émergence de
la bilharziose en 2013

I < Bl I interruption de La transmission & confirmer I oo requise
Hl o0 599 Statut de la transmission & déterminer I Avcune donnée

210 B sons cbje

Figure 05 : Carte de la répartition de la schistosomiase dans le monde (Figure modifiée a partir de Boissier,
Mouahid & Moné (2019) et de WHO (2021)). Indiqués par dégradé de vert, les pays dont la population nécessite
une prise en charge thérapeutique contre la bilharziose. Les pays en violet foncé indiquent les pays ou le statut
de la transmission est a déterminer. Les pays en violet pale sont les pays ou I'interruption de la transmission est
a confirmer. Le rouge indique la Corse ou a eu lieu une émergence de la bilharziose en 2013.
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2.1. Cycle de vie des schistosomes : I'exemple de Schistosoma mansoni

Les parasites du genre Schistosoma sont des vers trématodes gonochoriques. Leur cycle de vie
nécessite deux hoétes : un hote mammifére dans lequel le parasite fait sa reproduction sexuée et un
hote mollusque d’eau douce dans lequel le parasite se multiplie de fagon clonale (multiplication
asexuée) (Figure_06).

Definitive host
Schistosomulum

Freshwater

Cercarial shedding

Snail intermediate host

Figure 06 : Exemple du cycle de vie de Schistosoma mansoni. Figure issue de Boissier, Mouahid & Moné
(2019) (cf description ci-apreés).
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Au stade vers adulte, les parasites sont dans ’h6te mammifére. Le male, accroché a la paroi de la veine
porte de I’'hGte, porte dans son canal gynécophore la femelle avec laquelle il se reproduit. Le couple
va migrer jusqu’aux veinules mésentériques pour que la femelle puisse pondre. Vingt a trente
pourcents des ceufs vont passer la barriére intestinale et se retrouver dans la lumiére ou ils seront
excrétés avec les feces de I’h6te. Une fois arrivé dans un milieu aquatique favorable, un ceuf va éclore
en un miracidium. Cette larve nageante va partir a la recherche de I’h6te mollusque. Une fois le
mollusque trouvé, le miracidium va pénétrer activement a l'intérieur et se transformer en sporocyste
primaire. Le sporocyste va effectuer une reproduction clonale pour donner des sporocystes
secondaires qui vont migrer vers le centre du mollusque au niveau de I'hépatopancréas. Les
sporocystes secondaires générent des cercaires qui sortent du mollusque pour se retrouver dans le
milieu aquatique. La cercaire est le stade larvaire nageant qui infeste ’h6te mammifere. La cercaire
pénetre activement la peau de I’hdte en contact direct avec I'eau infestée. Lors de ce processus la
cercaire laisse sa queue a I'extérieur de I’'h6te et se transforme en schistosomule. Le schistosomule va
passer dans le systéme circulatoire sanguin ou il va évoluer morphologiquement pour se transformer
en ver adulte male ou femelle et ainsi recommencer le cycle.

2.2.  Rythme d’émission des cercaires

Cette thése s’intéresse a I'une des étapes critiques du cycle de vie des schistosomes, la transmission a
I’h6te mammifére, au travers du rythme d’émission des cercaires. La cercaire est une larve nageante
composée d’une téte et d’'une queue bifurquée (furcocercaire) (Figure_07). Elle est issue d’un
sporocyste secondaire qui est composé d’une suite de chambres blanchatres contenant des cercaires
a différents stades de différenciation : cellules germinales, cellules embryonnaires, cercaires matures
(Figures_07 et _08).

Sporocystes

— Téte

= Queue
bifurquée

Cercaire

Coquillede mollusque
Biomphalaria infesté par des
schistosomes (forme sporocyste)

Figure 07 : Photo d’une coquille de mollusque Biomphalaria infesté par des sporocystes de schistosomes (a
gauche) et photo d’une cercaire (a droite). Les sporocystes sont les agglomérats blancs au centre de la coquille ;
ils contiennent les cercaires.
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Figure 08 : Dessins des stades de différenciation des cercaires issus des observations de coupes histologiques
de mollusque Biomphalaria infestés par Schistosoma mansoni. (Figure issue de Théron (1982)). L’évolution de
la cercaire va du stade embryonnaire (en haut a gauche) jusqu’au stade de la cercaire mature (en bas a droite).
Pour les trois types de stades, la forme la moins différenciée est a gauche et la plus différenciée a droite.

L'émission des cercaires est donc la sortie des cercaires matures des sporocystes et de I'hote
mollusque pour se retrouver dans I'environnement aquatique a la recherche de I’h6te mammifére.
Afin de maximiser la rencontre parasite-hote, les schistosomes, et plus largement les trématodes, ont
adopté un rythme d’émission des cercaires journalier, calqué sur la présence de I'h6te dans le milieu.
En d’autres termes, le pic d’émission des cercaires est synchronisé avec le pic d’activité aquatique de
I’'h6te mammifere correspondant. Chaque espéce de schistosome posséde son propre rythme
d’émission des cercaires (Figure_09).
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Figure 09 : Schéma de la répartition de I’émission cercarienne sur 24 heures par espéce de schistosome. Figure
issue de Boissier, Mouahid, & Moné (2019). Chaque couleur correspond a une espéce de schistosomes.
(Traduction de I'anglais : 24 hour clock = les 24 heures de la journée, Night = nuit et Day = jour).

Un schistosome qui infeste les bovins aura son pic d’émission tot le matin, période a laquelle les bovins
vont s’abreuver (cas de S. bovis). Dans le cas d’un schistosome qui infeste les humains, son pic aura
lieu en fin de matinée début aprés-midi, période a laquelle les humains vont se baigner (cas de S.
haematobium). Enfin un schistosome qui infeste les rongeurs aura son pic la nuit (cas de S. rodhaini),
période a laquelle les rongeurs sont actifs. Une exception est Schistosoma japonicum qui a un spectre
d’hotes trés large, et pourra avoir une émission cercarienne diurne ou nocturne en fonction de I’h6te
visé.

2.3. Schistosoma mansoni : De Porto Rico a Oman

Sur la figure_09, le schéma d’émission cercarienne journalier de S. mansoni s’étend de la fin de
matinée au milieu de la nuit. Le premier Schistosoma mansoni a été découvert chez ’'Homme en 1904
par Isaac Gonzalez-Martinez a Maraguez (Puerto Rico) (Ritchie, Jachowski & Ferguson, 1960).
L’émission cercarienne de cette souche était strictement diurne et le pic avait lieu entre 10h et 13h
(Asch, 1972; Nojima & Sato, 1982). Cette émission diurne a été considérée comme le chronotype
classique de I'espéce S. mansoni. De plus, c’est la souche NMRI Porto Rico qui sert de génome de
référence pour S. mansoni (Protasio, Tsai et al., 2012). En 1984, André Théron découvre un nouveau
chronotype dit « tardif » (Théron, 1984) : isolé en Guadeloupe a partir de Rattus rattus dans la région
des Trois-Rivieres, ce chronotype se différencie par un pic d’émission a 16h et un nouvel hote
mammifére. Cette découverte illustre la capacité d’adaptation de S. mansoni au comportement

10



Introduction générale

aquatique de son hote. En 2012, Gabriel Mouahid découvre a Oman, dans la région du Dhofar, deux
chronotypes diamétralement opposés de S. mansoni (Mouahid, Idris et al.,, 2012): le premier
chronotype, isolé chez I’'Homme a Sheer (Figure_10), correspond au chronotype classique diurne de S.
mansoni, avec un pic d’émission a 11h ; le second chronotype, isolé chez le rat a Tibraq (Figure_10), a
une émission cercarienne nocturne avec un pic d’émission a 19h.

Golfe Persique 0
| Golfe d'Oman

-----
Yoy

Mer d'Arabie
100 km

# —17°1
| et
\\-”\——\,/ Selakel Mer d'Arabie R )
/D
—54°00 54°15 54030 10K ki

Figure 10 : Carte du Sultanat d’Oman avec un zoom sur les sites de Sheer et Tibraq de la région du Dhofar d’ou
sont issus les deux chronotypes de S. mansoni. (Figure modifiée a partir de Mouahid, Idris et al., (2012)). Le
sultanat d’Oman correspond a la partie grisée (carte du haut). Les rivieres sont symbolisées par des traits bleus
(carte du bas).
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La découverte ces deux chronotypes opposés appartenant a la méme espéce (S. mansoni) dans une
zone géographique proche (Dhofar, Oman) est un modeéle biologique idéal pour comprendre I'écologie
et les mécanismes impliqués dans le rythme d’émission des cercaires. En effet, le rythme d’émission
des cercaires de S. mansoni est déterminé génétiquement (Théron & Combes, 1988) et leur
gonochorisme rend possible les croisements intra- et inter-espéces permettant des analyses
moléculaires.

3. Problématiqgues et enjeux

Le traitement curatif de la bilharziose est un traitement efficace pour tuer les parasites. Toutefois il
s’avere inutile sur le long-terme si les populations humaines continuent d’étre perpétuellement en
contact avec les eaux contaminées. A ceci s’ajoute la capacité de certaines espéeces de schistosomes a
pouvoir s’hybrider entre elles et ainsi a faire tomber la barriere de 'espéce hote. C'est I'exemple du
parasite responsable de I'’émergence des cas en Corse qui est un hybride entre S. haematobium
(parasite de 'Homme) et S. bovis (parasite des bovins) (Moné, Holtfreter et al., 2015). Les autres
mammiféres sauvages (rongeurs) ou domestiqués (bétails) présentent ainsi le risque d’étre des
réservoirs de la maladie et des lieux d’hybridation.

Pour traiter efficacement cette maladie tropicale négligée, la stratégie One Health est préconisée par
I’'OMS. Elle vise a mettre un terme a la vision anthropocentrée et a appréhender la maladie comme
I'interaction d’un environnement avec I'Homme et les animaux (sauvages et domestiques). La
meilleure stratégie de lutte contre la bilharziose est donc I’association du traitement curatif avec une
stratégie de prévention pour rompre le cycle de vie du parasite.

La compréhension de la transmission du schistosome a I’h6te mammifére au travers du rythme
d’émission des cercaires sera I'objet de cette these. Elle vise entre autres a mettre en lumiere la
chronobiologie comme paramétre écologique a prendre en compte dans les stratégies de prévention
notamment comme outil pour identifier les hybrides (Savassi, Mouahid, Lasica et al., 2020 (Annexe 1) ;
Savassi, Dobigny et al., 2021). A I'image de la stratégie One Health et de la chronobiologie, la
transversalité des approches sera le fil conducteur de ce manuscrit. Comme le titre I'indique, I'émission
rythmique des cercaires y sera étudiée de son phénotype jusqu’aux genes.

La premiére partie de cette these aura pour but de décrire le rythme des profils d’émission journaliers
des cercaires chez les deux chronotypes de Schistosoma mansoni (Oman) et de déterminer quelle est
la nature de ces rythmes. La deuxieme partie aura pour but d’identifier les déterminants moléculaires
impliqués, au travers d’approches génétique, épigénétique et transcriptomique.
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Matériel et méthodes

Le Matériel et méthodes, présenté ci-dessous, regroupe les techniques communes aux divers points
abordés dans ce manuscrit. Pour les besoins de cette thése, certaines techniques ont di étre
optimisées et/ou améliorées. Le détail de ces techniques et améliorations fera ainsi I'objet d’un
matériel et méthodes spécifique dans les parties dédiées plus tard dans ce manuscrit.

1. Matériel biologique

1.1. Les schistosomes

Deux especes de schistosomes ont été utilisées pour les travaux de cette these : I'espece Schistosoma
mansoni, avec les deux chronotypes, diurne et nocturne, originaires de la région du Dhofar a Oman
(Mouahid, Idris et al., 2012) et I'espéce Schistosoma rodhaini originaire du Burundi. Les cycles de vie
de ces parasites sont maintenus en animalerie au laboratoire, en utilisant des mollusques du genre
Biomphalaria (B. pfeifferi et B. glabrata) comme hoétes intermédiaires et des souris Swiss OF1 comme
hotes définitifs.

1.2.  Les mollusques (hotes intermédiaires)

Deux especes de mollusques ont été utilisées pour les expérimentations de cette these, Biomphalaria
pfeifferi et Biomphalaria glabrata. L’espéce B. pfeifferi est originaire de la région du Dhofar a Oman et
I'espéce B. glabrata est originaire de Guadeloupe. Les mollusques sont élevés dans des pieces
climatisées sous une température maintenue constante a 26°C afin de se rapprocher au maximum des
conditions du terrain (climat tropical) et sous photopériode équilibrée (Lumiere Obscurité (LO) 12-12).
lls sont nourris avec de la laitue fraiche pour les mollusques adultes, et de la laitue déshydratée pour
les jeunes mollusques ; quelques copeaux de spiruline sont rajoutés une fois par semaine. L'eau
utilisée provient d’un forage situé sur le site de 'UPVD. Toutes les expériences ont été réalisées avec
des mollusques B. pfeifferi. Seule I'expérience de chronobiologie pour tester les conditions lumiére
continue et lumiére inversée pour le chronotype diurne ont été réalisées sur des B. pfeifferi ET des B.
glabrata.

1.3. Les rongeurs (hotes définitifs)

Pour maintenir le cycle de vie des parasites, des souris femelles Swiss OF1 ont été utilisées. Les souris
sont dans des cages de maximum 10 individus et sont nourries avec des granulés. L’élevage, le soin et
ainsi que les protocoles sur les animaux ont été approuvés par I'agence vétérinaire francaise de la
DRAAF (Direction Régionale de I'Alimentation, de I'Agriculture et de la Forét) Languedoc-Roussillon
(Numéros d’agrément 007083 puis E6613601). Les autorisations éthiques sur I'expérimentation
animale ont été délivrées par le Ministére de I'Education Nationale, de la Recherche et de la
Technologie, du Ministére de I'Agriculture et de la Péche (convention n°® A 66040), et de la Direction
Départementale de la Protection des Populations (n° C 66-136-01 avec arrété préfectoral n° 2012- 201-
0008). Ma co-directrice de these, Hélene Moné, possede le Certificat d’autorisation d’expérimenter
sur animaux vertébrés vivants numéro C 66.11.01.
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2. Méthodes et techniques d’entretien des cycles

2.1. Infestation des mollusques

Les B. pfeifferi sont répartis individuellement dans des plaques de 24 puits contenant 1 miracidium et
de I'eau de forage (la présence du, et d’un seul, miracidium est vérifiée). Les B. glabrata sont répartis
individuellement dans de petits piluliers contenant 10 miracidia et de |'’eau de forage ; les mollusques
sont mis en contact avec le ou les miracidia durant 24 heures. Les mollusques sont ensuite placés dans
des bacs et nourris ad libitum. Trente jours post-infestation, les mollusques sont transférés dans de
petits piluliers individuels remplis d’eau de forage. Les mollusques positifs a I'infestation, c’est-a-dire
les mollusques a partir desquels des cercaires ont pu étre observées a la loupe binoculaire, sont isolés.

2.2. Infestation des souris

L'infestation consiste a mettre des souris en contact avec des cercaires pour obtenir une nouvelle
génération de parasite. Les cercaires sont comptées (80 cercaires par souris pour le cycle) et déposées
dans un cristallisoir contenant de I'eau de forage a 26°C. Les cristallisoirs sont ensuite insérés dans un
grand portoir en plastique (Figure_11). Chaque souris est pesée pour déterminer le volume
d’anesthésique (Tableau_03) a lui injecter (0,11mL pour 10 g). Une fois les souris anesthésiées, leur
ventre est rasé et humidifié ; les souris sont placées, ventre en bas, au-dessus d’un cristallisoir pour
gue leur peau nue soit directement en contact avec I’eau et ainsi faciliter la pénétration des cercaires.
Les souris sont ainsi laissées 1h en contact avec 'eau infestée avant d’étre réintégrées a leur cage.

Figure 11 : Infestation des souris (photos). Les souris anesthésiées dont le ventre est rasé sont déposées sur un
portoir en plastique percé contenant les cristallisoirs d’infestation. Les cristallisoirs contiennent de I'eau de
forage et des cercaires.
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Tableau 03 : Composition de la solution d’anesthésique

Solution anesthésiante Pour 50mL
NaCl physiologique 42,5mL
Rompun® 2,5mL
Imalgene® 5mL

2.3. Récupération des adultes, des ceufs et des miracidia

A partir des semaines 7 et 8 post-infestation, on peut procéder a la récupération des adultes et des
ceufs. Pour cela, la souris subit une injection de 0,05mL d’héparine (anticoagulant) puis est euthanasiée
avec une injection intrapéritonéale d’une dose léthale de 1ml/kg de doléthal® (pentobarbital sodique
dilué). Lorsque la souris arréte de respirer (poumons totalement immobiles), son ventre est rasé. Elle
est alors suspendue dos a une potence par les pattes avant et arriere gauches. Les organes digestifs
sont mis a nu et la cage thoracique est ouverte afin de laisser I'accés au coeur et aux poumons. La veine
cave est coupée et la solution de perfusion (Tableau_04) est injectée aussitot dans le ventricule gauche
grace a une pompe péristaltique.

Tableau 04 : Composition de la solution de perfusion

Solution perfusion Pour 1L d’eau milliQ
Chlorure de sodium 8,5¢g
Citrate de sodium 7,58

Le sang qui contient les parasites est recueilli a I'aide d’un verre a pied placé sous la souris. La perfusion
est arrétée dés que les poumons sont totalement décolorés, signe qu’il n’y a plus de sang dans I’animal.
Les organes sont rincés puis les intestins et le foie qui contiennent les ceufs sont alors réservés dans
un cristallisoir avec la solution de perfusion. Le sang recueilli est filtré a travers un filtre de polyamide
nitrile de 25 pm qui retient les parasites. Les vers sont alors transférés dans un verre de montre
contenant une solution de NaCl physiologique (0,9%). Pour récupérer d’éventuels autres adultes pris
dans les organes, le foie est décortiqué a I'aide de pinces a dissection et les vers sont transférés dans
le verre de montre. Les adultes sont amalgamés en boule puis introduits dans des cryotubes pour
ensuite étre conservés a -80°C. Pour la récupération des ceufs, le broyat de foie est passé a travers une
série de tamis (425, 180, 106 et 45um) a l'aide d’un pulvérisateur a pompe contenant une solution
physiologique de NaCl a 0,9%. Les ceufs sont récupérés sur le tamis 45um et réservés dans la solution
saline pour empécher I'éclosion. Il est aussi possible de récupérer des ceufs dans les intestins. Pour
cela ces derniers sont vidés, découpés et transférés dans un mortier, puis broyés. Comme pour le foie,
le broyat d’intestin est passé a travers la série de filtres et les ceufs sont récupérés sur le tamis 45um.
Pour déclencher I’éclosion des ceufs, les ceufs sont transférés dans de I'eau de forage a 26°C sous une
source de lumiére (lampe). Les ceufs sont laissés entre 30 a 60 minutes afin de laisser éclore les
miracidia qui pourront étre utilisés pour I'infestation des mollusques.

15



Matériel et méthodes

3. Méthode de chronobiologie de I’émission cercarienne

La chronobiologie se divise en 4 étapes : Le transfert, la filtration, la coloration et le comptage des
cercaires (Figure_12). Les mollusques positifs aux cercaires sont maintenus individuellement dans des
piluliers remplis de 40mL d’eau de forage. Chaque heure, chagque mollusque et sa salade sont
transférés dans un nouveau pilulier a I'aide d’une pince souple, c’est I'étape de transfert. Les piluliers
de I’heure précédente sont alors récupérés. L'étape de filtration consiste a passer au travers d’un filtre
de polyamide de nitrile de 25um le contenu des piluliers. Les filtres sont ensuite déposés dans des
boites de pétri (150mm de diametre) et colorés avec quelques gouttes de Lugol, c’est I'étape de
coloration (Tableau_05). Chaque filtre contient trois cercles quadrillés (Figure_13) et chaque cercle
correspond au contenu d’un pilulier. Le comptage des cercaires s’effectue pour chaque mollusque et
a chaque heure en comptant toutes les cercaires qui sont contenues dans un cercle.

4 Coloration

.

[D] Comptage des
cercaires

Figure 12 : Etapes de la chronobiologie (photos). A) Transfert : Les mollusques ont été transférés du bac de
gauche a celui de droite. Le bac de gauche est récupéré pour passer a |'étape suivante. B) Filtration : L'eau
contenue dans chaque pilulier est passée au travers d’un cercle du filtre. C) Coloration : Chaque cercle du filtre
est coloré avec quelques gouttes de Lugol. D) Comptage des cercaires : Chaque filtre est observé sous la loupe
binoculaire. Ces quatre étapes sont répétées toutes les heures.

Tableau_05 : Composition de la solution de Lugol

Solution de Lugol Pour 1 L d’eau milliQ
lodure de potassium 20g
lode 10g
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Photo loupe binoculaire
avec une boite de Pétri

Figure 13 : Détail des filtres utilisés pour le comptage. A) Filtre entier. B) Cercle de comptage pour un profil. C)
Détail de ce qui est observé a la loupe binoculaire : cercaires en rose et 3 feces de mollusque en marron.

Pour chaque expérience de chronobiologie, il y a une réserve de mollusques remplagants pour
éventuellement changer un mollusque qui décederait au cours de I'expérience. Les remplagants
subissent I'expérience de chronobiologie en méme temps que les autres individus, sans que leurs
cercaires ne soit comptées, jusqu’a ce qu’ils intégrent I'expérience.

4. Méthode du sexage des parasites Schistosoma mansoni et
Schistosoma rodhaini au stade cercaire

La détection du sexe des cercaires nécessite plusieurs étapes qui sont : I'échantillonnage des cercaires,
I’extraction de I’ADN, la préparation et réalisation de la PCR multiplex puis le diagnostic par gel
d’électrophorése.

4.1. Echantillonnage des cercaires

Les mollusques utilisés sont infestés avec un seul miracidium. En d’autres termes, un mollusque
correspond a un seul génome de parasite. Les cercaires sont récupérées directement dans |'eau des
mollusques a I'aide d’une pipette pasteur munie d’une poire. Une a 3 cercaires sont prélevées pour
chaque test et déposée(s) dans le puit d’'une plaque 96 puits. Pour chaque mollusque on réalise dans
la mesure du possible quatre prélévements (quatre tests) afin de n’avoir aucun doute sur le résultat
de la réaction PCR (Figure_14).
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Figure_ 14 : Exemple de répartition d’une plaque 96 puits pour le sexage. Un puit, symbolisé par un cercle gris,
contient de 1 a 3 cercaires. Un parasite correspond a 4 puits, a I'exception du 24%™ qui en a seulement trois car
le dernier puit correspond au controle négatif de la plague (puit sans cercaire). Avec une plaque 96 puits, on
réalise les tests pour 23 parasites avec 4 réactions PCR, 1 parasite avec 3 réactions PCR et un contrdle négatif
(puit sans cercaire).

4.2. Extraction ADN

Une fois les cercaires déposées dans la plaque 96 puits, 20 uL de NaOH 250mM stérile sont ajoutés par
puits pour perméabiliser les membranes. Aprés 20 minutes a température ambiante, la plaque est
mise 3 minutes a 99°C dans un thermocycleur. 20uL de la solution de neutralisation (Tableau_06) sont
ensuite ajoutés et la plague est une nouvelle fois incubée dans un thermocycleur durant 3 minutes a
99°C. Dans une nouvelle plaque, on dépose 54 uL d’eau milliQ par puit et on ajoute 6 uL de ’ADN
extrait (dilution au 10®™¢). La plaque d’ADN « mére » est conservée a -20°C.

Tableau_ 06 : Composition de la solution de neutralisation

Solution de neutralisation Pour 1 puit d’'une plaque 96 puits
HCI (250 mM) 10uL

Tris/HCI (500 mM) SuL

Triton 2% 5pL
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4.3. PCR multiplex

Chaque test de sexage repose sur le principe de la PCR multiplex, c’est-a-dire une PCR qui implique
plusieurs couples d’amorces avec différentes cibles en une seule réaction. Pour le sexage, deux couples
d’amorces sont utilisés. Un premier couple d’amorces cible la rhodopsine_3, géne autosomal (témoin
positif de la réaction PCR) dont le produit mesure 200 pb. Le second couple d’amorces cible le
scaffoLO_02739 qui est spécifique au chromosome W (femelle) dont le produit mesure 400pb
(Tableau_07). L’ADN utilisé pour les réactions PCR est dilué au 10°™. Pour préparer la PCR multiplex,
6 pL de mix PCR (Tableau_08 et Tableau_09) sont déposés dans une troisieme plaque 96 puits avec 4
uL de 'ADN dilué au 10°™. La plaque est ensuite mise dans le thermocycleur (Tableau_10 et
Tableau_11). Suite a des problemes de puits vides positifs a la Rhodopsine_3, le couple d’amorces
Rhodopsine_3 a été remplacé par un nouveau couple d’amorces appelé Rhodopsine_3_BIS (cf Annexe
2: test de la PCR multiplex pour le sexage avec les couples d’amorces Scaff 02739 et
Rhodopsine_3_BIS).

Tableau 07 : Séquence des amorces pour le sexage

Amorce Séquence

Scaff_02739_F TGTTTCGAATTTCACACTTCA
Scaff_02739_R CATTCACAGTTTGGCGAACA
Rhodopsin_3_F GACGGCCACACTAAAG
Rhodopsin_3_R AGTAAAATGGTCACTGCTAT
Rhodopsin_3_F BIS GGAATTGGTACCGTCAGC
Rhodopsin_3_R BIS AGGTTCACTTTAGTGTGGC

Tableau 08 : Composition du mix PCR multiplex pour le sexage

Mix PCR multiplex pour le sexage

Pour 1 puit d’une plaque 96 puits

Qiagen multiplex PCR master mix (2X)

S5uL

Mix couples d’amorces (cf tableau m&m_07)

luL

ADN dilué au 10éme

4uL

Tableau 09 : Composition du mix des couples d’amorce pour le sexage (10X)

Mix couples amorces pour le sexage (10X) Pour 500uL
Scaff_02739_F 10pL
Scaff_02739_R 10pL
Rhodopsin_3_F ou Rhodopsin_3_F BIS 10uL
Rhodopsin_3_R ou Rhodopsin_3_R BIS 10uL

H.0 milliQ 460uL

Tableau 10 : Programme du thermocycleur pour PCR multiplex avec les couples d’amorces ScaffoLO_02739 et
Rhodopsine_3 (utilisés pour le chronotype diurne de S. mansoni)

Nombre de cycles

Température | Temps
95°C 15min
94°C 30s
56°C Imin
72°C 40s
72°C 2min
10°C 0
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Tableau 11 : Programme du thermocycleur pour PCR multiplex avec les couples d’amorces ScaffoLO_02739 et
Rhodopsine_3_BIS (utilisés pour le chronotype nocturne de S. mansoni et S. rodhaini)

Température | Temps Nombre de cycles
95°C 15min

94°C 30s

54°C 40s

71°C 40s

71°C 2min

10°C 0

4.4. Electrophorese et diagnostic

Pour faire le gel, 2g d’agarose sont ajoutés a 100mL de solution de TBE (Tris/Borate/EDTA) et portés a
ébullition jusqu’a totale dissolution de la poudre. Tandis que le mélange tiédit, 10uL de Midori green
® (coloration d’acide nucléique) sont ajoutés. Le gel coloré est ensuite coulé dans un portoir puis des
peignes sont ajoutés pour creuser les puits. Lorsque le gel est totalement solidifié, les peignes sont
retirés puis le gel est déposé dans une cuve d’électrophorese remplie de TBE. Une fois la PCR terminée,
2uL de tampon de charge sont ajoutés a chaque puit de la plague 96 puits. Les puits du gel sont chargés
avec 8ulL du mélange échantillon-tampon de charge. La migration du gel se fait a 135V pendant 40
minutes. Enfin, la lecture du gel se fait grace a une table a UV. Pour le diagnostic, les parasites males
présentent une seule bande a 200 pb (Rhodopsine_3/_BIS) dans le gel d’électrophorése. Les femelles
présentent 2 bandes, une a 200 pb (Rhodopsine_3/ BIS) et une a 400 pb (scaff 02739).

5. Méthode des croisements de schistosomes

Le croisement s’opére lors de la reproduction sexuelle du parasite qui a lieu dans ’h6te mammifere.
Pour éviter un biais sexuel, les croisements et leurs réciproques ont été faits. La méthode
expérimentale reste la méme entre le croisement et son réciproque mais aussi entre les croisements
intra et interspécifique. Un croisement se divise en plusieurs étapes : I'infestation des mollusques, le
sexage des cercaires, la chronobiologie des cercaires, I'infestation des souris puis la récupération des
ceufs de la nouvelle génération. Toutes les méthodes employées ont été détaillées précédemment
dans le « Méthodes et techniques d’entretien des cycles » et le « Méthode de chronobiologie de
I’émission cercarienne ». Pour les besoins de ces travaux, il y a trois générations de parasites par
croisement. La génération FO, la génération F1 (descendance hybride de FO) et la génération F2
(descendance issue du croisement entre deux individus F1). Seule la génération F2 du croisement (S.
mansoni X S. rodhaini) a été générée pendant cette these.

6. Méthode histologique

La technique se divise en plusieurs étapes qui sont la fixation, la déshydratation, I'inclusion dans la
paraffine, la coupe, la confection des lames, la coloration puis le montage des lames. Dans un premier
temps les mollusques entiers sont transférés dans un pilulier rempli de 10mL de solution de Halmi
(Tableau_12) pendant 10 jours (fixation). lls subissent ensuite une série de bains d’éthanol a 70%
jusqu’a la disparition de toute trace de Halmi (déshydratation). La coquille des mollusques est ensuite
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retirée ainsi que la téte, le pied et I'estomac pour garder uniqguement I’"hépatopancréas et I'ovotestis
pour les coupes histologiques. Ces tissus sont inclus dans la paraffine, mis en bloc et coupés (coupes
sagittales, Figure_15).

Tableau 12 : Composition de la solution de Halmi

Solution de Halmi Pour 100mL
Solution aqueuse saturée d’acide picrique 10ml
Susa de Heidenhain 90ml

(A]

Sporocystes

Ouverture

Zone
Hépatopancréas
et ovotestis

N
: ‘ Coupe Sagittale
a

Biomphalaria infesté

Figure 15 : Détail des coupes. A) La zone grisée représente ol se situent ’hépatopancréas et I'ovotestis dans le
mollusque. B) Photographie de la coquille d’'un Biomphalaria infesté au niveau de I'hépatopancréas et de
I'ovotestis. Les granulomes blancs visibles au travers de la coquille sont les sporocystes. C) L'axe vertical
représente la coupe sagittale effectuée pour les échantillons.

Les lames sont ensuite confectionnées, déparaffinées et subissent une coloration HES (Hématoxyline
Eosine Safran). L'ultime étape consiste a faire le montage lame/lamelle puis de procéder a
I’observation au microscope. L'inclusion paraffine jusqu’au montage des lames a été faite par la
plateforme RHEM (Réseau d’histologie expérimentale de Montpellier).
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7. Méthode d’analyse statistique

7.1. Statistiques descriptives

Les statistiques descriptives telles que la moyenne, |'écart-type, I'écart-standard, le coefficient
d’asymétrie et le coefficient d’aplatissement sont calculées a partir d’Excel version 2201.

7.2. Comparaison de deux moyennes

Les moyennes sont données avec I'écart standard. Elles ont été comparées avec la fonction wilcox.test
et la fonction t.test de R (version 4.04). Préalablement a cela, la normalité des données a été testée
avec la fonction shapiro.test. Si la p-value est significative (p-value < 0.01), les données ne sont pas
normales et le test non-paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney (wilcox.test) est réalisé. Dans le cas
contraire, le test paramétrique de Student ou de Welch (t.test) est effectué. Si I'effectif est inférieur a
30, le test non-paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney (wilcox.test) est directement réalisé.
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Partie I Description des profils d’émission journaliers des cercaires chez

Schistosoma mansoni

Les travaux de cette thése reposent principalement sur I'étude des chronotypes diurne et nocturne de
Schistosoma mansoni découverts dans la région du Dhofar a Oman (Mouahid, Idris et al., 2012). Cette
proximité géographique, leurs phénotypes bien distincts ainsi que leur gonochorisme sont des
avantages pour comprendre et décortiquer les déterminants moléculaires impliqués dans les profils
d’émission journaliers des cercaires. L'étude de cette émission est critique puisque c’est I'étape de
transmission du parasite aux mammiféres. Il est donc essentiel de caractériser dans un premier temps
le profil d’émission avant de vouloir chercher a comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents.

Cette premiére partie de these vise a établir la base des phénotypes des émissions journalieres qui
serviront de point de départ pour les études moléculaires. Cela se fera au travers de deux chapitres
avec des objectifs bien distincts.

Le premier chapitre sera consacré a la présentation des caractéristiques des profils d’émission
journaliers de chaque chronotype. Il permettra de mettre en lumiére ce qui distingue et rassemble ces
deux comportements d’émission en condition classique.

Le deuxieme chapitre de cette partie servira a déterminer la nature endogéne ou exogéne du rythme
d’émission et ainsi orienter les recherches des mécanismes moléculaires impliqués.

|.1. Description des profils d’émission journaliers des cercaires
chez les deux chronotypes, diurne et nocturne, de Schistosoma
mansoni

L’étude des profils d’émission se fait au travers des expériences de chronobiologie. Elles consistent a
observer le comportement du rythme d’émission en fonction de différentes conditions
expérimentales.

Un grand nombre d’expériences de chronobiologie ont été menées dans la littérature chez S. mansoni
diurne. Toutefois, la description des rythmes d’émission des cercaires et la méthodologie répondent a
la discrétion de chaque auteur. Cette diversité se retrouve dés |'étape de comptage des cercaires et
peut ainsi influer sur la finesse des analyses. Par exemple, le comptage peut étre effectué toutes les
12 (Valle, Pellegrino et al., 1973), 6 (Glaudel & Etges, 1973), 2 (Williams, Wessels & Gilbertson, 1984 ;
Wang, Zhu et al., 2015) ou 1 heure(s) (Nojima & Sato 1982 ; Théron, Mouahid & Moné, 1997 ; Mouabhid,
Idris et al., 2012) avec des méthodes différentes, a partir d’aliquots (Luttermoser, 1955 ; Nojima & Sato
1982), a partir de récipient contenant plusieurs mollusques (Asch, 1972), a partir de mollusques
individuels (Mouabhid, Idris et al., 2012) ou encore avec une machine (Williams, Wessels & Gilbertson,
1984 ; Théron, 1989 ; Théron, Mouahid & Moné, 1997).

En plus de cette disparité dans les méthodes, il est naturel de s’interroger sur les composantes des
variabilités biologiques qui pourraient entrer en compte dans I'étude des profils d’émission des
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cercaires. La premiére inhérente a I'étude d’un parasite est de s’interroger sur l'influence de I’h6te. Un
certain nombre d’études ont été menées a ce sujet et tendent a montrer que I'influence de I’h6te est
négligeable. C’est le cas d’études menées sur le couple S. mansoni/Biomphalaria qui montrent que ni
la perturbation du rythme de I'hote (activité locomotrice et battements de coeur de B. glabrata)
(Williams & Gilbertson, 1983), ni la pigmentation de I'hote (B. glabrata pigmenté Vs albinos) (Théron,
1980), ni I'espéce d’héte (Biomphalaria sudanica et Biomphalaria stanleyi) (Kazibwe, Makanga et al.,
2010), n‘ont d’effet sur le rythme d’émission des cercaires. L’autre composante biologique, cette fois-
ci propre au parasite, est la potentielle influence du sexe sur le rythme d’émission des cercaires.
Toutefois aucune étude ne s’est penchée spécifiquement sur cette problématique.

L’objectif de ce premier chapitre va étre d’établir un profil clair d’émission journalier des cercaires pour
chaque chronotype de S. mansoni et de définir les variations biologiques a prendre en compte ou non
pour les expériences suivantes.

Pour pallier a la variation dans les études, le premier point de ce chapitre sera consacré a la définition
des parameétres de description qui servira tout au long de la thése. Le second point sera une
présentation des chronotypes diurne et nocturne de Schistosoma mansoni Oman avec ces nouveaux
parametres. Le troisieme point servira a déterminer I'influence de I’héte mollusque sur le rythme
d’émission des cercaires. Enfin, le quatrieme et dernier point s’intéressera a I'influence du sexe du
parasite sur le rythme d’émission des cercaires.

I.1.1. Les parametres de description

Les résultats des expériences de chronobiologie sont représentés sous la forme d’histogrammes
(Figure_16). Les abscisses indiquent les 24 heures de la journée avec une alternance d'un jour et d'une
nuit correspondant a un cycle biologique de 24 heures (nycthémére). Le jour est symbolisé par un fond
blanc commencant a 6h et se terminant a 18h. La nuit est symbolisée par un fond gris qui commence
a 18h et finit a 6h. Ces horaires d’alternance 12-12 correspondent aux horaires retrouvés dans les pays
tropicaux. Les ordonnées de I'histogramme représentent les pourcentages moyens d’émission des
cercaires.

sy Figure 16 : Exemple d’un histogramme issu
3 1 l d’'une expérience fictive de chronobiologie.
g 7 L'axe des abscisses représente les 24h de la
=1 30 4
El . | journée, débutant a 6h, début du jour, et
% . finissant a 6h, fin de la nuit et début du jour
2 ] suivant. L’axe des ordonnées représente la
g u] moyenne du pourcentage des cercaires émises
L . P .
8 ] ﬂ + écart standard. L’arriere-plan gris correspond
Y EEEEEEE a l'obscurité (de 18h a 6h). La ligne noire
N marque le début de 'obscurité a 18h.
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Toutes les expériences de chronobiologie de cette these reposent sur un comptage des cercaires
toutes les heures pour chaque individu. Les résultats présentés sont la moyenne de I’émission de tous
les profils + I’écart-standard (ES). Pour la significativité des analyses, seuls les profils d’émission basés
sur un minimum de 20 cercaires émises par 24h sont utilisés. Le pallier des 5%, abordé ci-apres,
correspond au minimum a I'émission d’une cercaire.

La description des profils d’émission se fera en utilisant sept parametres : deux liés directement au(x)
pic(s) : le nombre de pics et I'heure du pic (Figure_17) ; quatre autres parametres liés a la forme du
profil : la plage horaire d’émission (Figure_17), I'intensité de la plage horaire d’émission, le coefficient
d’asymétrie (Figure_18) et le coefficient d’aplatissement (Figure_19) ; et enfin un dernier parameétre
lié au positionnement dans le nycthémere : le pourcentage de cercaires émises la nuit (Figure_17).

Pour le besoin de certaines expériences, le nombre total de cercaires émises sur 24h pourra étre pris
compte comme un huitieme parameétre de description.

Figure 17 : Présentation de quatre des sept
parameétres de description avec un exemple
fictif de chronobiologie. L'axe des abscisses
représente les 24h de la journée, débutant a 6h,

Plage ; début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit et

d’émission , : ] . , ’ .
. début du jour suivant. L'axe des ordonnées
’ représente la moyenne du pourcentage des

N 7 Pourcentage cercaires émises * écart standard. L'arriére-plan
de cercaires gris correspond a I'obscurité (de 18h a 6h). La

A
x| Z 2 nocturnes ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h.
%

Les parametres présentés de haut en bas sont la
plage d’émission, le nombre de pics, le
pourcentage de cercaires nocturnes et I'heure du

B [ __| pic. Dans cet exemple, le profil moyen d’émission
183335843 EERERE se caractérise par un seul pic d’émission a 15-16h.
La plage d’émission (hachure rouge) dure 5
heures. L'intensité de la plage est de 91,5%. Elle
se calcule en additionnant les pourcentages
compris dans la zone hachurée (13-14h a 17-18h
compris). Le pourcentage de cercaires nocturnes
est 4,5%. Il se calcule en additionnant les
pourcentages des cercaires émises entre 18h et
6h (période d’obscurité).

Moyenne de |a production (%+ES)

Une explication plus approfondie de ces parameétres suit :

- Nombre de pics : le chronotype pourra étre soit unimodal soit multimodal.

- Heure du pic : heure d’émission durant laquelle le pourcentage de cercaires émises est le plus
élevé ; en d’autres termes, I’'heure a laquelle les risques de transmission du parasite sont les
plus fortes. L’heure moyenne du pic se détermine en sélectionnant I’heure ou le plus de profils
ont eu leur pic, et non pas en sélectionnant I’heure ol la moyenne des pourcentages d’émission
est le plus élevé.

- La plage horaire d’émission: correspond au nombre d’heures entourant le pic pendant
lesquelles le pourcentage des cercaires émises est supérieur a 5%.
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- Intensité de la plage horaire d’émission : elle se calcule en additionnant les pourcentages
d’émission compris dans la plage d’émission. Cela comprend le pic, I'heure avant le pic, I'heure
apres le pic et toutes les heures entourant le pic ou la production cercarienne dépasse 5%.

- Coefficient d’asymétrie ou skewness (Figure_18) : mesure le degré d’asymétrie d’un profil. Cela
permet de déterminer si plus de cercaires sont émises avant ou aprés le pic d’émission. Si le
coefficient est nul, il y a autant de cercaires qui sont émises avant et apres le pic (distribution
symétrique). Un coefficient positif indique que plus de cercaires sont émises apres le pic
(distribution étalée sur la droite). A l'inverse, un coefficient négatif indique que plus de
cercaires sont émises avant le pic (distribution étalée sur la gauche). Il est convenu que les
coefficients d’asymétrie dont les valeurs se situent entre -0,5 et +0,5, -1 et +1 et <-1 et >+1
rendent compte respectivement d’une symétrie d’émission, d’'une asymétrie modérée et d'une
asymétrie élevée. Ce coefficient se calcule uniquement sur la plage d’émission.

4]

Coefficient d’asymétrie <0 Coefficient d’asymétrie =0 Coefficient d’asymétrie > 0

Figure 18 : lllustrations du coefficient d’asymétrie (skewness). Chaque schéma représente I’allure de la
distribution en fonction de la valeur du coefficient d’asymétrie. La ligne pointillée représente le mode de
la distribution. A) La distribution s’étale sur la gauche (coefficient d’asymétrie < 0). B) La distribution est
symétrique (coefficient d’asymétrie = 0). C) La distribution s’étale sur la droite (coefficient d’asymétrie >
0).

- Coefficient d’aplatissement ou kurtosis (Figure_19) : détermine le centrage des données autour
du pic. Dans le cas d'une distribution normale, la valeur de la statistique est égale a zéro. Un
coefficient positif indique ainsi que I'émission des cercaires est concentrée autour du pic. A
I'inverse, un coefficient négatif indique que I’émission des cercaires se fait de fagon plus étalée
autour du pic. Ce coefficient se calcule uniquement sur la plage d’émission.

LA

Coefficient d’aplatissement < 0 Coefficient d’aplatissement = 0 Coefficient d’aplatissement > 0

Figure 19 : lllustrations du coefficient d’aplatissement (kurtosis). Chaque schéma représente I'allure
de la distribution en fonction de la valeur du coefficient d’asymétrie. A) Distribution aplatie (coefficient
d’aplatissement < 0). B) Distribution normale (coefficient d’aplatissement = 0). C) Distribution centrée
(coefficient d’aplatissement> 0).
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- Le pourcentage de cercaires émises la nuit : ce sont les cercaires émises entre 18h et 6h. Pour
les expériences de photopériode continue, nous parlerons de « nuit subjective », c’est-a-dire
les douze derniéres heures d’une journée qui correspondraient a la nuit en condition de
photopériode équilibrée L-O (12-12).

1.1.2. Présentation des chronotypes diurne et nocturne

Les deux chronotypes de S. mansoni utilisés dans cette thése ont été décrits pour la premiere fois dans
I"article de Mouahid, Idris et al. (2012). L’objectif de ce point est de décrire ces deux chronotypes avec
nos parametres de description des profils et de poser les bases pour la suite de la thése.

1.1.2.1. Protocole

La chronobiologie a été effectuée a partir de B. pfeifferi infestés avec 1 miracidium de S. mansoni
diurne ou nocturne et de B. glabrata infestés avec 10 miracidia de S. mansoni diurne. Nous avons
analysé, pendant deux jours consécutifs, les profils de 42 infestations pour chaque chronotype ; soit
au total 84 profils diurnes (60 a partir de B. pfeifferi et 24 a partir de B. glabrata) et 84 profils nocturnes
a partir de B. pfeifferi.

1.1.2.2. Chronotype diurne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_20 et le
Tableau_13. Sur les 84 profils diurnes réalisés, 74 ont pu étre utilisés car leurs émissions totales sur les
24 heures étaient égales ou supérieures a 20 cercaires (50 profils a partir de B. pfeifferi et 24 a partir
de B. glabrata). Chez le chronotype nocturne, 75 profils sur 84 ont rempli cette condition des 20
cercaires.

Chronotype diurne Chronotype nocturne

Maoyenne de la production [%+ES)
Moyenne de la preduction (%+ES)

Heures Heures

Figure 20 : Chronobiologie des chronotypes diurne (orange) et nocturne (violet) de S. mansoni. Chaque
histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises * écart standard. L'axe des
abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit. L’arriére-
plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h.
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Tableau 13 : Parametres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les
parasites diurne et nocturne de S. mansoni

Moyenne + ES Test de Wilcoxon-
Parameétres Variations individuelles Mann-Whitney
Diurne Nocturne
Effectif N=74 N=75
Photopériode L-O L-O
. 1 1
Nombre de pics p P
. 11-12h 19-20h
Heure du pic 10-11h g 14-15h 18-19h a 22-23h 7
e 4,1+0,1 4,1+0,1 _ _
Plage d’émission (h) 347 336 W =2686, p=0,72
. 90,1+0,9 93,2+0,6
0, ’ ’ ’ ’ - =
Intensité de la plage (%) 57.1.6 100 71,3 6 100 W =2003, p =0,003
s +0,7+0,1 +0,50,1 _ _
Asymeétrie 140421 183 +19 W =3069, p=0,27
. +0,3 £ 0,3 (N=57) -0,3 £ 0,4 (N=55) _ _
Aplatissement 596 +4,6 576 +4 W=1777,p=0,23
. . 1,06+0,2 98,3+0,3
o ’ ’ ’ 7 = -
Cercaires la nuit (%) 0,08 10,1 89,33 100 W=0,p<22e-16

Le chronotype diurne a une émission unimodale dont I’heure du pic moyen est a 11-12h. La plage
horaire moyenne d’émission est de 4h avec une intensité de 90%. La plage d’émission a une asymétrie
modérée sur la droite et une distribution normale. L’émission nocturne est quasi inexistante, avec en
moyenne 1% des cercaires émises la nuit. Du point de vue de la transmission, cela signifie que le risque
le plus fort se concentre sur 4 heures de la journée, avec le pic a 11-12h, puisque 90% des cercaires
sont émises sur cette période. La nuit est une période de risque faible puisque uniquement 1% de
cercaires sont émises.

1.1.2.3. Chronotype nocturne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_20 et |le
Tableau_13. Sur les 84 profils nocturnes réalisés, 75 profils sur 84 ont rempli cette condition des 20
cercaires.

Le chronotype nocturne a une émission unimodale dont I’heure du pic moyen est a 19-20h. La plage
horaire moyenne d’émission est de 4h avec une intensité de 93%. La plage d’émission moyenne est
symétrique avec une distribution normale. L'émission nocturne est majoritaire avec en moyenne 98%
des cercaires émises la nuit. Du point de vue de la transmission cela signifie que le risque le plus fort
se concentre sur 4 heures de la journée avec le pic a 19-20h, puisque 93% des cercaires sont émises
sur cette période. La nuit est la période de risque la plus élevée puisque 98% de cercaires sont émises.
Le jour est donc une période de risque faible.
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I.1.2.4. Comparaison des chronotypes diurne et nocturne

Les comparaisons sont présentées dans le Tableau_13. Les profils moyens des deux chronotypes se
différencient par I'heure du pic (11-12h pour les diurnes et 19-20h pour les nocturnes), et le
pourcentage de cercaires émises la nuit (autour de 1% pour les diurnes et autour de 98% pour les
nocturnes ; p<0,01). Il est a noter que l'intensité de la plage horaire d’émission est significativement
plus forte chez le chronotype nocturne (p<0,01); ce qui signifie que I'émission cercarienne du
chronotype nocturne est plus concentrée vers I’heure du pic que chez le diurne. Les deux chronotypes
ont tout de méme en commun la présence d’un seul pic. De plus, les plages d’émission et leurs
coefficients d’asymétrie et d’aplatissement ne sont pas significativement différents entre les diurnes
et les nocturnes (p>0,01).

En conclusion, les résultats pour les deux chronotypes sont en accord avec Mouahid, Idris et al. (2012).
Malgré quatre paramétres non discriminants, les périodes de haut et faible risques de transmission
sont inversées (jour et nuit), ce qui illustre la singularité des chronotypes étudiés.

[.1.3. Influence du mollusque

L’'h6te mollusque naturel des deux chronotypes de S. mansoni Oman est Biomphalaria pfeifferi. In
natura, certaines especes de schistosomes peuvent utiliser comme hotes intermédiaires des
mollusques d’espéces (S. mansoni en Ouganda avec B. stanleyi et B. sudanica) (Kazibwe, Makanga et
al., 2010) et méme de genres différents (S. bovis avec Bulinus truncatus et Planorbarius metidjensis)
(Mouahid & Théron, 1986). En laboratoire, il est possible de maintenir les parasites dans des
mollusques non naturellement présents pour peu qu’ils soient compatibles. L’enjeu de ce point est de
déterminer si I'utilisation d’un hote non naturellement présent mais compatible (ici B. glabrata) a une
influence sur le profil d’émission des cercaires, en comparaison avec un hote naturel (B. pfeifferi).

I.1.3.1. Protocole

La chronobiologie a été effectuée a partir de B. pfeifferi infestés avec 1 miracidium de S. mansoni et
de B. glabrata infestés avec 10 miracidia de S. mansoni. Nous avons analysé, pendant deux jours
consécutifs, les profils de 42 infestations pour le chronotype diurne ; soit au total 84 profils diurnes (60
a partir de B. pfeifferi et 24 a partir de B. glabrata).

1.1.3.2. Comparaison des profils issus de Biomphalaria pfeifferi et Biomphalaria glabrata

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_21 et le
Tableau_14. Sur les 84 profils diurnes réalisés, 74 ont pu étre utilisés car leurs émissions totales sur les
24 heures étaient égales ou supérieures a 20 cercaires (50 a partir de B. pfeifferi et 24 a partir de B.
glabrata). La méme expérience n’a pas pu étre effectuée avec le chronotype nocturne car les parasites
nocturnes ont été incapables de se développer dans les mollusques B. glabrata.
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Figure 21 : Chronobiologie du chronotype diurne de S. mansoni a partir de B. pfeifferi et de B. glabrata. Chaque
histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises * écart standard. L'axe des
abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit. L’arriere-
plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h.

Tableau 14 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les
parasites diurnes de S. mansoni a partir de B. pfeifferi et de B. glabrata

Moyenne + ES

Test de Wilcoxon-Mann-

Parameétres Variations individuelles Whitney
Diurne B. pfeifferi Diurne B. glabrata
Effectif N=50 N=24
Photopériode L-O L-O
. 1 1
Nombre de pics P P
Heure du pic 11-12h 12-13h
P 10-11h g 14-15h 10-11h g 13-14h
I 3,910,1 4,6+0,2 _ _
Plage d’émission (h) 3u6 337 W =329, p =0,0008
o 89,9+1,2 90,3+1,1
0, ’ ’ ’ ’ = =
Intensité de la plage (%) 57.1 100 7254976 W =660, p =0,50
o +0,8+0,1 +0,5+0,2 _ ~
Asymétrie 140 +21 13042 W =758, p=0,07
. +0,8 £ 0,3 (N=34) -0,4 £ 0,5 (N=23) _ N
Aplatissement 318446 598439 W =484,p=0,13
. . 0,6+0,2 19+04
0, ’ ’ ’ ’ - - _
Cercaires la nuit (%) 04 10,1 0474 W =223, p=4,61e-06
Nombre total de 194,8 +37,8 672,8+72,6 _ _
cercaires 2141371 126 G 1589 W=119, p = 2,79e-08

Les profils moyens issus de B. pfeifferi et issus de B. glabrata ont en commun la présence d’un seul pic
dont I’heure moyenne varie d’'une heure (respectivement 11-12h et 12-13h). lls partagent aussi un
coefficient d’asymétrie modéré positif et une émission nocturne quasi inexistante (moins de 2%).
L'intensité de la plage et les coefficients d’asymétrie et d’aplatissement ne sont pas significativement
différents entre les profils issus de B. pfeifferi et ceux issus de B. glabrata (p>0,01).
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A l'inverse, la plage horaire d’émission des cercaires et le nombre total de cercaires émises sur 24h
sont significativement plus grands dans les profils issus de B. glabrata (p<0,01). A noter que, méme si
le nombre de cercaires nocturnes est significativement plus grand chez les profils issus de B. glabrata,
cette émission moyenne reste anecdotique puisqu’elle représente moins de 2% d’émission.

La différence majeure entre les deux types de profils s'observe au travers d’'un parametre qui n’était
pas pris en compte jusque-la, le nombre total de cercaires émises sur 24h. Cette différence peut
s’expliquer par le fait que les B. glabrata sont naturellement plus grands que les B. pfeifferi. Les
parasites ayant plus de place pour se développer sont plus nombreux a sortir. Cette différence
guantitative de production cercarienne ne modifie en rien I’heure de sortie des cercaires.

D’un point de vue de la transmission, le risque est plus grand avec B. glabrata car plus de cercaires
sont émises. Cependant, la période de risque ne change pas entre les deux espéeces de mollusques. En
effet, la différence d’'une heure dans I’heure du pic moyen n’est pas importante, car ce genre d’écart
est observé entre les profils appartenant a une méme espéce.

En conclusion, le changement d’héte ne change pas le rythme d’émission du chronotype diurne. Seule
la production cercarienne (parameétre quantitatif) varie significativement mais n’a pas d’influence sur
le rythme en lui-méme. De ce fait, I'espéce de I’h6te mollusque n’est pas un parametre qui influence
le rythme des profils d’émission des cercaires.

I.1.4. Influence du sexe du parasite

Les parasites du genre Schistosoma sont gonochoriques. Contrairement au stade ver adulte, il n’est
pas possible de distinguer morphologiquement le sexe du parasite pour les autres stades. Méme s’il
n’y a pas de différence sur la morphologie des cercaires et sporocystes, il est nécessaire d’explorer si
des différences comportementales existent entre les deux formes. L’objectif de ce point va étre de
déterminer si le sexe du parasite a une influence sur le profil d’émission des cercaires des deux
chronotypes de S. mansoni.

1.1.4.1. Protocole

La chronobiologie a été effectuée a partir de B. pfeifferi infestés individuellement avec 1 miracidium
de S. mansoni. Nous avons analysé les profils d’émission de 15 infestations males et de 15 infestations
femelles pour chaque chronotype diurne et nocturne de S. mansoni, pendant deux jours consécutifs ;
soit au total 30 profils males et 30 profils femelles.

1.1.4.2. Chronotype diurne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_22 et le
Tableau_15. Sur les 30 profils males réalisés, 25 ont pu étre utilisés car leurs émissions totales sur les
24 heures étaient égales ou supérieures a 20 cercaires. Chez les femelles, 25 profils sur 30
remplissaient cette condition des 20 cercaires.
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Figure 22 : Profils moyens d’émission de S. mansoni de chronotype diurne entre males (bleu) et femelles
(rose). Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises + écart standard.
L’axe des abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit.
L’arriere-plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h.

Tableau 15 : Parametres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les
parasites males et femelles du chronotype diurne de S. mansoni

Moyenne + ES Test de Wilcoxon-
Parameétres Variations individuelles Mann-Whitney
Male diurne Femelle diurne
Effectif N=25 N=25
Photopériode L-O L-O
. 1 1
Nombre de pics p P
Heure du bic 11-12h 11-12h
P 10-11h g 14-15h 10-11h g 12-35h
S 3,8+0,1 4,0+0,2 _ _
Plage d’émission (h) 335 356 W =190,p=0,64
s 92,5+1,1 87,3+2,1
0, ’ ’ ’ ’ - -
Intensité de la plage (%) 76.3 6 100 5714 100 W =420, p=0,039
. +0,9+0,2 +0,8+0,2 _ _
Asymétrie 143421 14442 W=312,p=1
. +0,5+0,6 (N=17) +1,2+0,6 (N=17) _ B
Aplatissement 316 +46 316 +41 W=121,p=0,43
. . 0,4+0,1 0,9+0,5
0, ’ ’ ] ’ - -
Cercaires la nuit (%) 0827 04 10,1 W =307,p=0,90

Les profils moyens, male et femelle, ont en commun la présence d’un seul pic situé a 11-12h et une
plage d’émission d’environ 4h avec une intensité moyenne supérieure a 87%. lls partagent aussi un
coefficient d’asymétrie modéré positif et un coefficient d’aplatissement positif, ainsi qu’une émission
nocturne quasi inexistante. La plage d’émission, son intensité, les coefficients d’asymétrie et
d’aplatissement et le pourcentage de cercaires nocturnes ne sont pas significativement différents
entre les males et les femelles (p>0,01).

En conclusion, les résultats montrent qu’il n’y a pas d’influence du sexe sur le profil d’émission des
cercaires chez le chronotype diurne de S. mansoni.
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1.1.4.3. Chronotype nocturne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_23 et le
Tableau_16. Sur les 30 profils males réalisés, 29 ont pu étre utilisés car leurs émissions totales sur les
24 heures étaient égales ou supérieures a 20 cercaires. Chez les femelles, 26 profils sur 30 remplissent
cette condition des 20 cercaires.
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Moyenne de la production (%+ES)
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Figure 23 : Chronobiologie de S. mansoni nocturne male (bleu) et femelle (rose). Chaque histogramme a, en
ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises * écart standard. L’axe des abscisses représente
les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit. L’arriere-plan gris correspond
a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h.

Tableau 16 : Parametres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les
parasites males et femelles du chronotype nocturne de S. mansoni

Moyenne + ES Test de Wilcoxon-
Parametres Variations individuelles Mann-Whitney
Male nocturne Femelle nocturne
Effectif N=29 N=26
Photopériode L-O L-O
. 1 1
Nombre de pics p P
Heure du pic 19-20h 19-20h
P 18-19h a 21-22h 18-19h a 21-22h
e 4,2+0,2 4,1+0,1 _ _
Plage d’émission (h) 356 344 W =396,p=0,74
s 94,4 +0,7 92,3+1,3
0, ’ ’ ’ ’ - -
Intensité de la plage (%) 83,46 100 7136 100 W =462, p=0,15
s +0,5+0,2 +0,7+0,2 _ _
Asymétrie 174417 123419 W =326,p=0,39
. -0,6 £ 0,6 (N=19) -0,1 £ 0,6 (N=20) _ _
Aplatissement 578427 576 +4 W =166, p=0,51
. . 98,6 £0,3 97,8+0,6
0, ’ ’ ’ ’ - -
Cercaires la nuit (%) 92,76 100 89,34 100 W =380, p=0,97

Les profils moyens males et femelles ont en commun la présence d’un seul pic situé a 19-20h et une
plage d’émission d’environ 4h avec une intensité moyenne au-dessus de 92%. Ils partagent aussi un
coefficient d’asymétrie positif, un coefficient d’aplatissement négatif, ainsi qu’une forte émission
nocturne. La plage d’émission et son intensité, les coefficients d’asymétrie et d’aplatissement et le
pourcentage de cercaires nocturnes ne sont pas significativement différents entre les males et les
femelles (p>0,01).
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En conclusion, les résultats montrent qu’il n’y a pas d’influence du sexe sur le profil d’émission des
cercaires chez le chronotype nocturne de S. mansoni (Oman).

[.1.5. Discussion

Afin d’éliminer toute potentielle variation expérimentale, une méthodologie et des parameétres
d’analyses communs ont été adoptés pour toutes les expériences de chronobiologie de cette these.
Afin de refléter au mieux les caractéristiques des profils journaliers d’émission de cercaires, sept
parameétres ont été choisis. Ces parametres visent, en plus de la description du pic de I’émission (heure
et nombre), a caractériser la forme du profil (plage horaire, intensité, coefficients d’asymétrie et
d’aplatissement) et la position dans le nycthémere (pourcentage de cercaires nocturnes). En effet, en
fonction des especes et chronotypes de schistosomes I’émission des cercaires peut étre plus ou moins
concentrée autour du pic d’émission. Par exemple un schistosome qui infeste ’'Homme a un intérét
stratégique a émettre des cercaires sur une plage horaire plus longue qu’un schistosome qui infeste
les rongeurs ; en effet, 'THomme, de par la multitude de ses activités aquatiques (baignade, péche,
élevage, lavage, etc.) est en contact avec I’eau sur des périodes plus longues que les rongeurs. De plus,
les rongeurs sauvages ont un contact avec I'eau plus court pour éviter les prédateurs. Voila pourquoi
il est important d’'un point du vue écologique, sanitaire et aussi expérimental de ne pas uniquement
s’intéresser au pic mais d’aussi prendre en compte la variabilité de la forme et la position de I'émission.

Le nombre de cercaires est un huitieme parameétre qui n’est pas directement lié a la notion de rythme
d’émission. Bien qu’il faille tout de méme un nombre conséquent de cercaires pour caractériser
correctement un profil d’émission (fixé a un minimum de 20 cercaires), ce parameétre n’est utilisé que
lorsque son analyse est pertinente dans I'expérimentation.

Les résultats obtenus avec I'utilisation des sept parametres pour décrire les profils d’émission
journaliére des cercaires des chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni (Oman) sont en accord
avec ce qui avait été décrit par Mouahid, Idris et al. (2012). Les différences observées entre les deux
chronotypes sont I’"heure du pic (11-12h pour les diurnes et 19-20h pour les nocturnes), la place de
I’émission dans le nycthémeére avec le pourcentage de cercaires nocturnes (autour de 1% pour les
diurnes et autour de 98% pour les nocturnes ; p<0,01). Une autre différence observée est I'intensité
de plage d’émission qui est significativement plus élevée chez le chronotype nocturne. Les quatre
autres parametres n’ont pas montré de différence significative. D’autres similitudes et différences ont
été rapportées entre les deux chronotypes (Mouahid, Mintsa Nguema et al., 2019) ; par exemple, le
taux d’infestation chez les mollusques et le taux de survie chez les souris sont similaires entre les deux
chronotypes. Ces deux chronotypes different aussi par la morphologie de leurs ceufs (légére courbure
a I'opposé de I'éperon latéral chez le chronotype nocturne). De plus, le chronotype diurne présente
une période pré-patente chez le mollusque plus courte et une production cercarienne
significativement plus élevée. Ces observations supplémentaires confirment la singularité de ces deux
chronotypes de S. mansoni (Oman).

Avec les profils d’émission établis, les potentiels parametres biologiques (hote et parasite) qui
pourraient influencer le rythme en dehors des conditions expérimentales ont été testés. Cette
expérience sur l'influence de I'h6te a uniquement pu étre menée sur le chronotype diurne. Les
différentes tentatives d’infestation sur B. glabrata par le chronotype nocturne se sont révélées
infructueuses, illustrant ainsi I'incompatibilité du couple S. mansoni nocturne/ B. glabrata et la
singularité du chronotype diurne. La comparaison entre les profils d’émission issus de B. glabrata et B.
pfeifferi chez le chronotype diurne a montré qu’il n’y avait pas de différence significative dans le
rythme d’émission des cercaires. Ces résultats sont en accord avec ceux qui avaient été montrés chez
d’autres souches de S. mansoni (Théron, 1980 ; Williams & Gilbertson, 1983 ; Kazibwe, Makanga et al.,
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2010). Si ’h6éte mammifere associé au parasite joue un role crucial dans le rythme d’émission des
cercaires des schistosomes (adaptation a I’'hote définitif), I’'h6te mollusque n’exerce pas une influence
notable. Cette observation est appuyée par une étude menée sur Schistosoma bovis qui infeste
naturellement des mollusques de genres différents (Planorbarius et Bulinus) et montre que le rythme
d’émission des cercaires n’est pas impacté (Mouahid & Théron, 1986). Nous pouvons donc conclure
gue ni le genre, ni I'espéce, ni la pigmentation, ni la perturbation du rythme cardiaque et de I'activité
locomotrice de I'hote intermédiaire n’ont d’influence sur le rythme d’émission des cercaires chez les
schistosomes.

S’il n’y pas de différence pour le rythme, nos résultats ont tout de méme montré une différence
significative pour le nombre de cercaires émises et la plage horaire d’émission qui sont plus élevées
chez B. glabrata. Cette différence peut s’expliquer par la taille des B. glabrata qui sont plus grands. Les
parasites ont plus d’espace pour se développer et la plage d’émission s’agrandit. Cette différence de
plage horaire n’est pas assez importante (moins d’'une heure) pour étre considérée comme un
parameétre biologique de variation dans I'étude des profils d’émission des cercaires.

Si une potentielle influence de I’'h6te mollusque est écartée, des conclusions similaires ont été
trouvées pour le sexe du parasite. En effet, que ce soit pour le chronotype diurne ou nocturne, aucun
des sept parametres de description ne s’est montré significativement différent entre les sexes. Cette
non-différence entre les sexes vient s’ajouter a d’autres traits de vie déja répertoriés comme |'éclosion
des ceufs, la durée de vie et l'infectivité des miracidia ou encore la période pré-patente dans le
mollusque (Boissier, Morand & Moné, 1999). Cette similitude biologique s’explique naturellement
d’un point de vue de la transmission puisqu’il n’y a pas d’intérét écologique a ce que les partenaires
sexuels sortent a des heures différentes. Au contraire, I'intérét du parasite est de faire en sorte que
les formes males et femelles infestent le méme héte mammifere et donc sortent du mollusque a la
méme heure. A noter qu’il existe tout de méme un biais sexuel dans I'infectivité des cercaires (en
infestation unisexe) et leur durée de vie (Boissier & Moné, 2000).

Ce chapitre illustre bien la singularité des deux chronotypes de S. mansoni Oman et écarte I'influence
de I'hote mollusque et du sexe du parasite dans le rythme des profils journaliers d’émission des
cercaires.

|.2. Nature des profils d’émission journaliers des cercaires chez les
deux chronotypes, diurne et nocturne, de Schistosoma mansoni

Les schistosomes et plus largement les trématodes ne sont pas les seuls parasites a avoir développé
des comportements basés sur un rythme journalier. Par exemple, chez les nématodes filaires agents
de filarioses lymphatiques (Brugia malayi et Wuchereria bancrofti), le nombre de microfilaires des
parasites est plus élevé dans la circulation périphérique sanguine de I’héte humain la nuit (Hawking,
1967). Ce comportement rythmique augmente les chances de rencontre avec le vecteur anophéle qui
pique les humains la nuit. Chez les parasites sanguins du genre Plasmodium (agents du paludisme), le
développement intra-érythrocytaire suit un rythme de 24h (Hawking, Worms & Gammage, 1968)
créant ainsi des fievres rythmiques chez I’'hote. Ces rythmes journaliers ne se limitent pas aux parasites
de mammiféres. En effet, le parasite des plantes, Botrytis cinerea, augmente sa virulence au crépuscule
pour esquiver le systéme immunitaire de la plante (Hevia, Canessa et al., 2015).
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De facon générale ces divers comportements rythmiques chez les parasites leur permettent
d’optimiser les conditions de rencontre avec I’h6te, d’optimiser I'infestation ou encore d’échapper au
systeme immunitaire de I'h6te (Reece, Prior & Mideo, 2017). Le questionnement naturel est donc de
savoir si ces avantages évolutifs rythmiques sont dus a la présence d’une horloge interne chez le
parasite (rythme endogéne) ou sont dépendants du rythme de I'héte en tant que zeitgeber et/ou
directement de I'environnement extérieur (rythme exogéne).

Cette question a été résolue pour quelques espéces puisqu’une horloge interne a été découverte,
entre autres, pour les parasites Trypanosoma brucei (Rijo-Ferreira, Pinto-Neves et al., 2017),
Plasmodium chabaudi (Rijo-Ferreira, Acosta-Rodriguez et al., 2020) et Botrytis cinerea (Hevia, Canessa
et al., 2015). Chez les helminthes, et plus particulierement les nématodes, des rythmes circadiens dans
la locomotion et la résistance au stress hyperosmotique ont été identifiés chez Caenorhabditis elegans
(organisme libre), sans pour autant clairement identifier les acteurs (Hasegawa, Saigusa & Tamai,
2005).

L’'objectif de ce deuxieme chapitre va étre de déterminer quelle est la nature du rythme journalier
d’émission des cercaires des deux chronotypes du plathelminthe Schistosoma mansoni ?

Le rythme d’émission des cercaires est génétiquement déterminé (Théron & Combes, 1988). Pour
savoir si le rythme est endogéne, il doit remplir trois caractéristiques; étre entrainable par un
zeitgeber, persister en conditions constantes et avoir une compensation a la température. Dans la
littérature, seule I’entrainabilité du rythme et |a persistance du rythme en condition constante ont été
testées pour la souche Porto Rico de S. mansoni. Pour répondre a la question sur la nature du rythme,
comparer nos résultats avec la souche Porto Rico et agrandir la connaissance sur le chronotype
nocturne de S. mansoni, nous avons testé les deux mémes caractéristiques du rythme circadien
(entrainabilité et persistance). Le premier point sera consacré a déterminer si le rythme d’émission
suit les variations du synchroniseur (zeitgeber). Le deuxieme point étudiera le comportement du
rythme d’émission des cercaires en conditions constantes.

[.2.1. Inversion de la photopériode

Une des caractéristiques du rythme circadien est qu’il est entrainable par les synchroniseurs
environnementaux. Pour le rythme d’émission des cercaires, le zeitgeber principal est la photopériode
(Asch, 1972 ; Valle, Pellegrino & Alvarenga, 1973). La variation de température peut maintenir le
rythme en obscurité continue, en entrainant toutefois une augmentation des cercaires émises en
période de nuit subjective par rapport au rythme en condition de photopériode équilibrée (Valle,
Pellegrino, & Alvarenga, 1973). L'influence de la température reste moins importante que la
photopériode équilibrée comme zeitgeber car la température interne du mollusque varie d’a peine
0,25°C entre obscurité et pleine lumiére (Asch, 1972).

Les expériences d’inversion de la photopériode qui ont été menées uniquement sur la souche S.
mansoni de Porto Rico (chronotype diurne classique) montrent que le rythme d’émission des cercaires
s’adapte trés rapidement au changement de photopériode (Luttermoser, 1955 ; Asch, 1972 ; Glaudel
& Etges, 1973).

L'objectif de ce point, au travers des expériences de chronobiologie, va étre de déterminer en combien
de temps s’adapte le rythme d’émission des cercaires a I'inversion de photopériode pour les deux
chronotypes de S. mansoni (Oman).
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[.2.1.1. Protocole lumiére inversée chronotype diurne

L'expérience de chronobiologie en lumiére inversée a été effectuée sur une période de 15 jours et
réalisée sur 6 Biomphalaria glabrata infestés par le chronotype diurne de S. mansoni. Ces jours se
divisent en deux phases d’expérimentation. Les jours 1 et 2 représentent les conditions classiques avec
une photopériode équilibrée L-O 12-12 ; la lumiere s’allumant a 6h du matin et s’éteignant a 18h le
soir. A partir du jour 3 et jusqu’a la fin de I'expérimentation la photopériode est inversée. Le jour 3
correspond au 1¢" jour d’inversion de |la photopériode.

1.2.1.2. Résultats chronotype diurne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_24 et le
Tableau_17. Tous les profils réalisés ont été utilisés car leurs émissions totales sur les 24 heures étaient
égales ou supérieures a 20 cercaires. Pour cette expérience, le paramétre du nombre total de cercaires
émises est pris en compte.
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Figure 24 : Histogrammes de I'expérience de chronobiologie en lumiére inversée pour le chronotype diurne.
L’expérimentation voit se succéder deux conditions : Photopériode équilibrée L-O 12-12 (jours 1 et 2) et
photopériode inversée (1" au 13%™ jour d’inversion). L'inversion (fléche rouge) se fait aprés 24h d’obscurité et
I'allumage de la lumiére a 18h. En blanc, période de lumiére (indiquée de 6h a 18h), en gris, période d’obscurité
(indiquée de 18h a 6h).
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Tableau 17 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les parasites du chronotype diurne de S. mansoni de I’expérience
inversion de photopériode

Moyenne + ES
. Variations individuelles
Parametres - - - - N N
1°" Jour 2°™¢ Jour 3°™€ Jour 7¢™¢ Jour 8°™M¢ Jour 12°™€ Jour 13°™¢ Jour
Jour1 Jour 2 . . . . . . . . . . ). . ). .
d’inversion d’inversion d’inversion d’inversion d’inversion d’inversion d’inversion
Effectif 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6
Photopériode L-0 L-0 O-L O-L O-L O-L O-L O-L O-L
Nombre de 1 1 1 1 1 1 1 1 1
pics 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Heure du pic 11-12h 11-12h 11-12h 11-12h 11-12h 11-12h 11-12h 9-10h 11-12h
P 10-11h ¢ 13-14h | 10-11h a 13-14h 9-10h a 12-13h 10-11h ¢ 13-14h | 10-11h ¢ 12-13h 9-10h ¢ 11-12h 9-10h ¢ 13-14h 9-10h ¢ 11-12h 9-10h ¢ 12-13h
Plage 4,7+0,4 4,5+0,2 5,7%+0,2 4,3+0,5 4,8+0,3 55%0,2 4,7+0,2 53+0,5 4,8+0,2
d’émission(h) 4a6 4a5 5a6 3a6 4a6 5a6 4a5 4a7 4a5
Intensité de la 90,4+1,7 87,3%+3,6 90,5+2,5 87,9%+4,3 93,6+0,9 956+1 946+1 92,7%+1,5 93,9+1,2
plage (%) 84,90 94,6 72,5a095,7 81,50 96,6 70,0 a 95,8 91,3a95,7 91,6 a 98 91,00 97,1 88,00 97,6 88,6 0 95,9
Asvmétrie +0,8 £0,5 +0,8+0,3 +1,3+0,3 +0,6 £0,5 +0,8+0,4 +0,3+0,4 +0,7+0,3 +0,5+0,3 +0,1+0,5
Y -0,6 a +2 0a+1,4 +0,8a+2,4 -1,1a+1,7 -0,1a+2 -0,8a+1,3 -0,3a+1,8 -0,2a+1,6 -0,9a+1,9
-0,7+1,5
. -0,2+1,6 -06+1,4 +1,1+1,2 +0,7+1,5 -0,3+0,9 -0,4+0,9 -0,9+1,2 -0,3+1,1
Aplatissement . ; . (N=4) . . . . .
-4,5a+3,9 -5,9a +2 -1,4a+5,7 . -2,8a+4,8 -2,9a+1,8 -2,6a+32 -2,8a+3,4 -3,1a+3,7
-2,9a+3,5
Cercaires la 1,9+0,5 2,5+1,3 0,2°+0,2 2,4+1,1 0,3+0,2 0,7+0,1 0,3+0,2 0,6%+0,3 0,6+0,4
nuit (%) 0,2a3,6 01a74 0al 0,5a5,7 0alil 03a1,2 0al 0a2 0al8
Nombre total | 711,8+156,1 | 550,3+155,6 | 3361,7°+649,6 | 394,3°+80,9 302,3+51,4 939,59 +169,9 684,5+ 176 1091 * 360,2 303,7 + 83,5
de cercaires 16701194 126 a 1009 1785 a 5026 194 g 663 156 a 488 5106 1478 2500 1284 8342191 576589

ES : Ecart-standard

L-O : Lumiere-Obscurité (12-12) ; O-L : Obscurité-Lumiere (12-12)

Tests Wilcoxon Mann Whitney significatifs (p-value<0,01) pour les effectifs supérieurs a 4 individus :

Comparaisons avec le jour précédent: W =34, p=0,009 ; ®w=0, p =0,0022 ; W =36, p =0,0022 ; “W =0, p = 0,0022
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Chacun des parametres d’un jour a été comparé avec le méme parameétre du jour précédent et les
résultats sont présentés ci-dessous.

Jour 1 versus Jour 2

([ ([

6h 18h 6h 18h

Aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le profil du jour 1 et le
profil du jour 2 (p > 0,01). Ces profils ont les caractéristiques du chronotype diurne avec la présence
d’un seul pic a 11-12h et une plage d’environ 4h avec une intensité moyenne supérieure a 87%. lls
partagent aussi un coefficient d’asymétrie modéré positif et un coefficient d’aplatissement négatif,
ainsi qu’une émission nocturne quasi inexistante. Le nombre total de cercaires émises est d’environ
600.

Jour 2 versus 1 jour d’inversion

L] C 1

6h 18h 18h 6h

L'inversion de photopériode (fleche rouge) entraine une différence significative sur deux des neuf
parametres de description qui sont le nombre total de cercaires émises et le pourcentage de cercaires
nocturnes (p < 0,01). Le profil du 1er jour d’inversion a émis en moyenne 6 fois plus de cercaires que
celui du jour 2 (respectivement 3362 et 550) et presque aucune cercaire sur la période nocturne.
Méme si le pourcentage de cercaires nocturnes est significativement plus grand dans le profil du jour
2, il reste faible (moins de 2,5% d’émission). Tout comme les profils des jours 1 et 2, I’heure du pic
moyen a lieu 6h apres le début de la lumiére, soit a 11-12h.

1°" jour d’inversion versus 2°™¢ jour d’inversion

) C 1)

18h 6h 18h  6h

Le nombre de cercaires est le seul parametre qui est significativement différent avec le ler jour
d’inversion (p<0,01). Le profil du 2éme jour d’inversion a émis en moyenne 8,5 fois moins de cercaires
que celui du 1er jour d’inversion (respectivement 394 et 3361). L’heure du pic moyen a lieu 6h aprés
le début de la lumiere comme pour les jours précédents, soit a 11-12h.

28me jour d’inversion versus 3™ jour d’inversion

C 1) C 1)

18h  6h 18h  6h

Aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le 2eme jour d’inversion
et le 3éme jour d’inversion (p > 0,01). L’heure du pic moyen se situe 6h apres le début de la lumiére,
comme pour les jours précédents, soit a 11-12h.

3éme jour d’inversion versus 7°™ jour d’inversion

C T ] C 1]

18h  6h 18h  6h
Le nombre total de cercaires est le seul parametre qui est significativement différent avec le 3éme jour
d’inversion (p < 0,01). Le profil du 7éme jour d’inversion a émis en moyenne 3 fois plus de cercaires
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que celui du 3éme jour d’inversion (respectivement 939 et 302). L’heure du pic moyen se situe 6h
apres le début de la lumiére comme pour les jours précédents, soit a 11-12h.

7™ jour d’inversion versus 8™ jour d’inversion

C 1) C 1)

18h  6h 18h  6h

Aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le 7éme jour d’inversion
et le 8¢me jour d’inversion (p > 0,01). L’heure du pic moyen se situe 6h apres le début de la lumiere
comme pour les jours précédents, soit a 11-12h.

8°me jour d’inversion versus 12°™ jour d’inversion

C I ] C 1]

18h  6h 18h  6h
L'heure du pic est le seul paramétre qui est différent avec les profils des autres jours. Le profil du
12éme jour d’inversion a eu son pic moyen 2 heures avant celui des jours précédents (respectivement
3 9-10h et 11-12h).

12°™e jour d’inversion versus 13°™ jour d’inversion

C 1) C 1)

18h  6h 18h  6h
L’heure du pic est le seul paramétre qui est différent avec le 12éme jour d’inversion. Le profil du 13éme
jour d’inversion a eu son pic moyen 6h apres le début de la lumiere comme pour les jours précédents
a lI'exception du 12éme jour d’inversion, soit a 11-12h.

1.2.1.3. Discussion et conclusion chronotype diurne

Les jours 1 et 2 représentent le chronotype classique de S. mansoni. Le profil du ler jour d’inversion a
eu 24h d’obscurité (12h du jour 2 suivies des 12 premieres heures du 1ler jour d’inversion). Durant
cette période, significativement moins de cercaires nocturnes ont été émises par rapport aux
conditions normales. L'inversion de la photopériode a entrainé une adaptation directe au changement
du rythme car le pic moyen d’émission des cercaires a eu lieu 6h apres le début de la lumiere comme
pour les profils en condition classique (Jours 1 et 2).

Cette inversion a aussi eu des effets sur le nombre total de cercaires puisque 6 fois plus de cercaires
ont été émises le 1er jour d’inversion par rapport au jour 2 (L-O). Le 2™ jour d’inversion différe du ler
jour d’inversion par le nombre total de cercaires qui est cette fois-ci 8,5 fois inférieur a celui de la veille.
Ces différentes variations en termes de nombre de cercaires peuvent s’expliquer par le fait que les
cercaires prétes pour le ler jour d’inversion ont di attendre 12h supplémentaires le retour de la
lumiere. Ce temps d’attente supplémentaire aurait induit un stress qui aurait poussé les parasites a
émettre un maximum de cercaires (celles prétes pour I’émission du jour et celles en préparation pour
les jours suivants). Ceci est appuyé par le fait que le profil du 2eme jour d’inversion (O-L) voit une chute
drastique du nombre total de cercaires émises. Toutefois cette production cercarienne du 2éme jour
d’inversion n’est pas significativement différente des jours 1 et 2 de photopériode classique (Jour 1 :
W =28, p=0,13 et Jour 2 W = 22, p = 0,59). Le profil du 3éme jour d’inversion (O-L) montre une
stabilisation du rythme et de la production cercarienne puisqu’aucun parameétre ne differe avec le
2éme jour d’inversion (O-L).
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A partir du 7eme jour d’inversion, le nombre total de cercaires connait une augmentation significative
ce qui illustre que les parasites se sont adaptés et remis du stress d’inversion de la photopériode. Ce
nombre total de cercaires n’est pas différent significativement des jours 1, 2 (L-O) et 2°%™e
jour d’inversion (Jour1:W=13,p=0,49 ; Jour2W =8, p=0,13 ; 2¢™ jour d’inversion W = 3, p = 0,02).
Le nombre total de cercaires reste par la suite stable jusqu’a la fin de I'expérience (p > 0.01). L’heure
du pic moyen se situe 6h apres le début de la lumiére pour tous les jours de I'expérience a I'exception
du 12éme jour d’inversion (9-10h). Cet écart de deux heures avec le 12eéme jour d’inversion n’est pas
important car des écarts similaires sont vus au sein des profils de méme jour.

En conclusion, le rythme d’émission des cercaires du chronotype diurne s’adapte immédiatement a
I'inversion de photopériode lorsque celle-ci est déclenchée apres 24h d’obscurité.

1.2.1.4. Protocole lumiére inversée chronotype nocturne

L'expérience de chronobiologie en lumiere inversée a été effectuée sur une période de 10 jours et
réalisée sur 6 Biomphalaria pfeifferi infestés par le chronotype nocturne de S. mansoni. Ces jours se
divisent en deux phases d’expérimentation. Les jours 1 et 2 représentent les conditions classiques avec
une photopériode équilibrée LO 12-12 ; la lumiere s’allumant a 6h du matin et s’éteignant a 18h le soir.
A partir du jour 3 et jusqu’a la fin de I'expérimentation la photopériode est inversée. Le jour 3
correspond au 1¢" jour d’inversion de la photopériode.

1.2.1.5. Résultats chronotype nocturne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_25 et le
Tableau_18. Pour les jours 1 et 2, seuls les profils avec une émission supérieure a 20 cercaires sont pris
en compte. Pour les autres jours, les profils avec une émission inférieure a 20 cercaires sont pris en
compte pour la caractérisation des comportements mais sont exclus des analyses statistiques.
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Figure 25 : Histogramme de I'expérience de chronobiologie en lumiére inversée pour le chronotype nocturne.
L’expérimentation voit se succéder deux conditions : Photopériode équilibrée L-O 12-12 (jours 1 et 2) et
photopériode inversée (1% au 8™ jour d’inversion). L’inversion (fleche rouge) se fait aprés 24h d’obscurité et
I'allumage de la lumiere a 18h. En blanc, période de lumiere (indiquée de 6h a 18h), en gris, période d’obscurité
(indiquée de 18h a 6h).
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Tableau 18 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les parasites du chronotype nocturne de S. mansoni de
I’expérience inversion de photopériode

Moyenne t ES
Variations individuelles

Parametres - - ; - - : : : : 3
Jour1 Jour 2 1¢ Jour d’inversion 2°™e Jour d’inversion 3°me Jour d’inversion 7¢™e Jour 8Me Jour
d’inversion | d’inversion
Effectif 4/4 5/5 | 4/6] 2/6 5/6 | 1/6 3/6 | 2/6 | 1/6 6/6 6/6
Photopériode L-O L-O O-L O-L O-L O-L O-L
Nombre de 1 1 2 2 1 1 2 1 1
pics 1 1 2 2 1 1 2 1 1
6-7h et 18-19h et
19-20h 18-19h 6-7h 18-19h 18-19h 19-20h
Heure du pic 19-20ha | 18-1%ha ;g:ggz 6_;;,82 e 0_;?:;2_ Jp | 19-20ha6- 53:22 18-19ha 1?8?._1291:‘1 2132 18-19h422- | 19-20h d 20-
20-21h 19-20h 7h 22-23h 23h 21h
8h 20-21h
Plage 4,5%0,6 3,6+0,2 3,5%0,7 3 4+1,2 3 4 4,0%06 | 35t0,7 3+0 4,0+0,6 4,0%0,9
d’émission (h) 446 304 344 3 346 3 4 2d6 304 3 2a6 345
) 59,5 + 293+ 88544 68,3t 19,1+
Intensité dela | 91,7+2,3 | 89,834 6,1 2,4 61,4+5,0 26,6+5 69,7 184 16,9 3,8 88,5+4 91,3+3,4
plage (%) 8623952 | 7873978 5524 27,7d 46,6 4 72,6 15,1a41,7 69,7 96 3 56,44 16,4 d 71,8 ¢ 96,3 77,6 ¢ 98,9
63,8 31,0 ’ 80,3 21,8
+16¢ +0,7 %
-0,6% -0,6 + +
A ftri +0,6+0,6 | +0,8+0,4 0,2 0_';3 5 ;'3 +0,6£0,4 +0,9+0,7 +1 0,3 Ojf ;3'6 ? 1-72': +0,7+0,3 +0,9+0,3
symetrie 08a+18 | -01a+L6 +1,54 g 030+1,4 | -14a+17 +1 036 g ’ 0,33+15 08+16
+0,3 +0,5 +1,7
+1,7 +1,5
0+£3,3 2,6 2,1£28 0x+1,1 3,1 +0,5+0,9
. +0,5+1,5 ~ ’ (N=0) i (N=0) +0,9 (N=5) ’ (N=0) 0+ +1,1 (N=5) =
Aplatissement 2703435 (N=3) (N=1) (N=3) +0.9 294 (N=1) 208422 (N=4)
’ ’ -5,48+2,9 26 553423 ’ g 3,1 ’ ’ -1,16+2,4
] 96,3 +
Cercaires la 97,2+0,8 100+ 0 64+2,7 68,6 +7,1 89,9 2,1 79,2+4 92,6+3,1 96,3+2
nuit (%) 95,54 98,5 100 62,1466 47,54 83,6 89,9 92,94 76,46 82 81,34 99,4 87,9 & 100
98,8

ES : Ecart-standard

L-O : Lumiere-Obscurité (12-12) ; O-L : Obscurité-Lumiere (12-12)

Tests Wilcoxon-Mann-Whitney significatifs (p-value<0,01) pour les effectifs supérieurs a 4 individus :

comparaison avec le jour précédent.
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Chacun des parametres d’un jour a été comparé avec le méme parameétre du jour précédent et les
résultats sont présentés ci-dessous.

Jour 1 versus Jour 2

([ ([

6h 18h 6h 18h

Aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le profil du jour 1 et le
profil du jour 2 (p > 0,01). Ces profils ont les caractéristiques du chronotype nocturne avec la présence
d’un seul pic et une plage d’environ 4h avec une intensité moyenne aux alentours de 90%. lls partagent
aussi un coefficient d’asymétrie modéré positif ainsi qu’une émission nocturne dépassant les 97%.

Jour 2 versus 1 jour d’inversion

C L L

6h  18h 18h  6h
L'inversion de photopériode entraine une différence de comportement au sein des profils du 1er jour
d’inversion. Sur les 6 profils, 4 ont émis moins de 20 cercaires. Les deux profils restants sont
multimodaux. Le pic avec la plus grande intensité est a 19-20h (obscurité) et le second pic a lieu a 6-7h
ou 7-8h (lumiere) en fonction du profil. Aucun paramétre des deux profils multimodaux du ler jour
d’inversion n’est significativement différent avec le profil du jour 2 (p > 0,01).

1°" jour d’inversion versus 2°™ jour d’inversion

L) C I ]

18h 6h 18h  6h

Sur les 6 profils du 2éme jour d’inversion, tous ont émis plus de 20 cercaires avec deux comportements
qui se distinguent. La majorité (5 sur 6) a une émission multimodale avec le pic principal moyen a 20-
21h et le second pic a 6-7h en période de lumiére. Le profil restant du 2eme jour d’inversion est
unimodal avec son pic a 20-21h. Cette heure de pic principal est décalée d’une a deux heures par
rapport aux jours 1 et 2 mais est comprise dans leur variabilité individuelle. Aucun parameétre des
profils unimodal et multimodal du 2eme jour d’inversion n’est significativement différent du profil
multimodal du 1er jour d’inversion (p > 0,01).

28me jour d’inversion versus 3™ jour d’inversion

C 1] C 1]

18h  6h 18h  6h
Sur les six profils du 3eéme jour d’inversion, trois comportements différents sont observés. Trois profils
sur six sont unimodaux avec le pic a 18-19h. Deux profils sur six sont encore multimodaux avec le pic
principal a 18-19h ou 20-21h en fonction du profil et le pic secondaire a 6-7h. Le dernier profil a émis
moins de 20 cercaires. Aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le
2éme jour d’inversion et le 3éme jour d’inversion (p > 0,01).

3me jour d’inversion versus 7¢™ jour d’inversion

C 1] C 1]

18h  6h 18h  6h
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Les six profils du 7eme jour d’inversion sont unimodaux avec le pic moyen a 18-19h. Aucun des
parameétres de description n’est significativement différent entre le 7éme jour d’inversion et le 3éme
jour d’inversion (p > 0,01) ni entre le jour 2 de photopériode classique et le 7éme jour d’inversion (p >
0,01). Tout comme le jour 2, 'heure du pic moyen du 7¢™ jour d’inversion se fait dés le début de
I’obscurité (18-19h).

7°™e jour d’inversion versus 8™ jour d’inversion

C 1] C 1]

18h  6h 18h  6h

Tout comme le 7éme jour d’inversion, les six profils du 8éme jour sont unimodaux avec le pic moyen
a 19-20h. Aucun des paramétres de description n’est significativement différent entre le 7°™ jour
d’inversion et le 8éme jour d’inversion (p > 0,01) ni entre le jour 2 de photopériode classique et le
8éme jour d’inversion (p > 0,01). Tout comme le jour 2, I’heure du pic moyen du 8™ jour d’inversion
se fait une heure aprés le début de I'obscurité (19h-20h).

1.2.1.6. Discussion et conclusion chronotype nocturne

Les jours 1 et 2 représentent le chronotype classique de S. mansoni nocturne. Les profils du 1°" jour
d’inversion ont eu 24 heures d’obscurité (12h du jour 2 suivies des 12 premiéres heures du 1° jour
d’inversion).

L'inversion de la photopériode a mis en lumiere des différences de comportement dans I'adaptation
au changement de photopériode. Le premier comportement suivi par la majorité des profils du 1°" jour
d’inversion est une réduction de I'’émission en dessous de la limite des 20 cercaires. Tandis que le
second comportement est I"apparition d’un profil d’émission multimodal. Le pic principal (intensité
aux alentours de 60%) s’adapte immédiatement au changement puisqu’il apparait dés la deuxiéme
heure d’obscurité du 1°" jour d’inversion (19-20h). Le second pic a lieu dans les deux premiéres heures
de lumiére qui correspond a I’heure du pic de la veille (Jour 2, L-O). La présence de ces deux pics illustre
gue la majorité de I'émission fait la bascule mais que I'adaptation n’est pas compléte car des cercaires
ont été émises durant la période lumineuse a I’heure du pic en photopériode classique. A partir du 2°m
jour d’inversion tous les profils émettent de nouveau plus de 20 cercaires, mais la majorité reste
multimodale. Il faut attendre le 7°™ jour d’inversion pour que tous les profils soient de nouveau
unimodaux comme les jours 1 et 2 de photopériode classique. A I'exception de I'heure du pic pour les
profils multimodaux, aucun des parameétres de description des profils n’est significativement différent
lorsque I'on effectue une comparaison avec le jour précédent. Les tests impliquant les 1° et 3™ jours
d’inversion peuvent étre discutés car la taille des échantillons est tres petite (< 3). Il peut toutefois étre
dit que l'inversion de photopériode induit dans la majorité des cas une baisse de I’émission
cercarienne. Cela peut étre apparenté a un statut d’attente pour le retour d’une alternance jour/nuit
puisque dés le 2°™ jour d’inversion tous les profils sont de nouveau au-dessus de la limite. L’adaptation
pour les profils dont I’émission reste au-dessus de la limite passe par un stade intermédiaire de deux
pics qui ont lieu a la nouvelle et a I'ancienne heure du pic. Le fait qu’en photopériode classique le pic
se passe a la transition jour/nuit rend plus difficilement interprétable la nature du pic diurne a
I"ancienne heure d’émission. Ce pic diurne peut étre soit assimilé a un pic résiduel qui n’a pas encore
fait la bascule face a I'inversion, soit a une réponse mécanique a la lumiére due a la perturbation.

En conclusion, le rythme d’émission des cercaires du chronotype nocturne commence a s’adapter
immédiatement a l'inversion de photopériode lorsque celle-ci est déclenchée apres 24h d’obscurité. Il
faut toutefois attendre le 7™ jour d’inversion pour que l'inversion concerne I'ensemble des individus.
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1.2.1.7. Comparaison des chronotypes diurne et nocturne avec inversion de la
photopériode

Les chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni ont des fagons différentes de réagir a I'inversion de
photopériode induite par 24h d’obscurité. Le chronotype diurne s’adapte immédiatement et
totalement a l'inversion de photopériode tandis que le chronotype nocturne doit soit passer par 24h
de pause puis une émission bimodale (aux heures de I’ancien et du nouveau pic), soit directement étre
bimodal pour finalement s’adapter complétement a la nouvelle photopériode. Cette différence entre
chronotypes peut s’expliquer par la place du pic nocturne dans le nycthémere et par I'inversion de 12
heures qui peut représenter une grande perturbation pour les organismes.

Une autre expérience d’inversion de 3 jours (résultats non montrés) a été menée avec cette fois-ci
I'inversion induite aprés 24h de lumiére. L'adaptation du chronotype nocturne avec une étape
intermédiaire bimodale (ancienne et nouvelle heures du pic) reste inchangée. Pour le chronotype
diurne, 'adaptation est totale dés le 1¢" jour d’inversion. Il est intéressant de noter qu’aux 2°™ et 3me
jour d’inversion, il y a une émission cercarienne a 6h du matin qui correspond au début de I'obscurité
(O-L). Cette émission a la transition jour/nuit observée chez le diurne pourrait signifier que I’émission
observée chez le nocturne est plus une réponse a la transition jour/nuit qu’un pic qui n’est pas encore
adapté a la nouvelle photopériode.

1.2.2. Zeitgeber constant

Une autre des caractéristiques d’un rythme circadien est qu’il persiste en I'absence de zeitgeber. Privé
du zeitgeber, le rythme adopte une période dite de libre cours (« free running period »)
d’approximativement 24 heures (entre 20 et 28 heures) dictée par I’horloge interne. Si en conditions
continues, la période de libre cours est supérieure a 20 heures et inférieure a 24h, I'horloge interne
avance par rapport a un rythme de 24h (avancement du rythme). A l'inverse, si la période de libre
cours est supérieure a 24 heures et inférieure a 28h, I’horloge interne retarde par rapport a un rythme
de 24h (retard du rythme). Dans le cas de S. mansoni, il s’agit de voir si le rythme d’émission des
cercaires persiste dans un environnement a photopériode continue (lumiére ou obscurité) et
température constante. Sa période de libre cours correspond a la période qu’il y a entre deux pics
d’émission. Selon la littérature, des expériences ont été menées uniquement sur le chronotype diurne
classique de S. mansoni. Que ce soit sous luminosité continue ou sous obscurité continue, les
schistosomes ont perdu leur rythme d’émission. Cette perte de rythme intervient soit immédiatement
apres (Williams, Wessels & Gilbertson, 1984), soit deux jours aprés le changement de photopériode
(Valle, Pellegrino & Alvarenga, 1973). Dans les deux cas, le rythme d’émission des cercaires revient a
la normale dés le retour d’un cycle jour/nuit.

L’objectif de ce point, au travers des expériences de chronobiologie, va étre de déterminer si le rythme
d’émission des cercaires persiste en lumiere continue pour le chronotype diurne et en obscurité
continue pour le chronotype nocturne de S. mansoni (Oman). S’il y a persistance du rythme, le second
objectif sera de déterminer la période de libre cours du rythme d’émission des cercaires, et ainsi si
I’horloge interne avance (20h > période de libre cours > 24h) ou retarde ( 24h > période de libre cours
> 28h) par rapport aux rythmes de 24h imposés par le cycle jour/nuit.
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1.2.2.1. Chronotype diurne

1.2.2.1.1. Protocole lumiéere continue

L'expérience de chronobiologie en lumiére continue a été effectuée sur une période de 26 jours et
réalisée sur 6 Biomphalaria glabrata infestés par le chronotype diurne de S. mansoni. Ces jours se
divisent en trois phases d’expérimentation. Les jours 1 et 2 représentent les conditions classiques, avec
une photopériode équilibrée L-O 12-12 ; la lumiére s’allumant a 6h du matin et s’éteignant a 18h le
soir. A partir du jour 3, la lumiére est laissée allumée a 18h. Le jour 3 correspond au 1°" jour de lumiére
continue et le jour 18 au 16°™ et dernier jour de lumiére continue L-L 12-12. A partir du jour 19 et
jusqu’a la fin de I'expérimentation, la lumiére est arrétée a 18h pour un retour de la photopériode
équilibrée L-0 12-12 identique aux conditions classiques.

[.2.2.1.2. Résultats. Expérience de lumiére continue

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_26 et le
Tableau_19 pour la partie de lumiére continue et la Figure_27 et le Tableau_20 pour le retour de la
photopériode équilibrée. Pour les jours 1 et 2, seuls les profils avec une émission supérieure a 20
cercaires sont pris en compte. Pour les autres jours, les profils avec une émission inférieure a 20
cercaires sont pris en compte pour la caractérisation des comportements mais sont exclus des analyses
statistiques. Pour cette expérience, le paramétre du nombre total de cercaires émises est pris en
compte. Pour les jours de lumiére continue (L-L), le pourcentage de cercaires nocturnes correspondra
au pourcentage de cercaires émises durant les douze derniéres heures de la journée, c’est-a-dire
pendant la nuit subjective.
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Figure 26 : Histogramme de I'expérience de chronobiologie en lumiére continue pour le chronotype diurne
(1/2), phase lumiére continue. L'expérimentation voit se succéder trois conditions : Photopériode équilibrée L-
0 12-12 (jours 1 et 2), lumiére continue (1% au 13°™ jour) et le retour a la photopériode équilibrée en figure 27
(1°" au 8°™¢ jour). Le début de la lumiére continue se fait a partir de 18h. En blanc, période de lumiére (indiquée
de 6h a 18h) ; en gris, période d’obscurité (indiquée de 18h a 6h).
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Tableau 19 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les parasites du chronotype diurne de S. mansoni de I’expérience

de lumiére continue (1/2)

Moyenne t ES

Variations individuelles

Parameétres - -
er; 2°™ Jour 3% Jour eme eme éme eme
Jour 1 Jour 2 1¢" jour de L-L 7°™¢ Jour de L-L 8°™¢ Jour de L-L 12°™¢ Jour de L-L | 13°™¢ Jour de L-L
de L-L de L-L
Effectif 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 a6 | 16 | 16 | 46 | 1/6 | 1/6 [ 4a/6 | 1/6 | 1/6 | 4/6 | 1/6 | 1/6
Photopériode L-O L-O L-L L-L L-L L-L L-L L-L L-L
Nombre de 1 1 1
. 1 1 1 1
pics 1 1 1
11- 15-
. 12-13h 12-13h 11-12h 17-18 | 89 6-7 8-9 9-10 | 9-10
Heure du pic . . . 12(a 16
11-12h a 12-13h 11-12h ¢ 13-14h 11-12h ¢ 13-14h (pm) (pm) (am) | (pm) (pbm) | (pm) m) (am)
Plage 4,0+0,3 5,2+0,4 43+0,2
. L D L 2 2 2 6 7 5 2 5
d’émission (h) 3a5 4a7 4a5
Intensité de la 91,4+1,0 92,1+2,2 79,6 3,5
olage (%) 88,76 93,9 8366976 704 92.8 80,6 63,1 41,6 | 91,6 588 | 888 475 | 67,3
. -0,3+0,4 +0,4+0,3 +0,3+0,4 - ~ - -
Asymétrie 136 +0,6 060 +1 123417 N=0 N=0 N=0 | 07 +1,2 | +1 =0 | +0,3
. -0,8+0,8 (N=5) 0£0,7 +0,3+0,9 - ~ - -
Aplatissement 246+13 234+17 270+28 =0 =0 =0 | -1,9 01 | +0,8 =0 | -29
Cercaires la 0,7+0,3 2,6+1,0 2,1+0,8
nuit subjective 0813 04869 07846 97,2 78,5 46,5 | 85,5 67 | 983 356 | 321
(%)
Nombre total 749,3 +215,4 679,5 + 106,2 830,2 +110,4
de cercaires 274 a 1589 464 a 986 67141313 607 65 649 83 294 | 116 >9 165
N° mollusque N°2 N°6 N°2 N°6 N°2 | N°6 N°2 N°6

ES : Ecart-standard ; L-O : Lumiére-Obscurité (12-12) ; O-L : Obscurité-Lumiére (12-12) ; Tests Wilcoxon Mann Whitney significatifs (p-value <0,01) pour les effectifs supérieurs a 4 individus : Comparaison
avec le jour précédent (p<0,01) : a W = 36, p = 0,005
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Figure 27 : Histogramme de I'expérience de chronobiologie en lumiére continue pour le chronotype diurne
(2/2) : phase retour de la photopériode équilibrée. L'expérimentation voit se succéder trois conditions :
Photopériode équilibrée L-O 12-12 (jours 1 et 2) en figure 26, lumiére continue en figure 26 (1% au 13*™ jour) et
le retour a la photopériode équilibrée (1°" au 8™ jour). Le retour de la photopériode équilibrée s’opére avec le
retour de I'obscurité a 18h. En blanc, période de lumiére (indiquée de 6h a 18h); en gris, période d’obscurité
(indiquée de 18h a 6h).
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Tableau 20 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les parasites du chronotype diurne de S. mansoni de I’expérience
de lumiére continue (2/2)

Moyenne t ES
. Variations individuelles
Parametres
1°" jour du retour L-O 2%™e jour du retour L-O 3®me jour du retour L-O | 7%™ jour du retour L-O | 8™ jour du retour L-O
Effectif a6 | 1/6 | 1/6 6/6 8/8 8/8 8/8
Photopériode L-0 L-0 L-0 L-0 L-0
Nombre de 1 1 1 1
pics 1 1 1 1
. 19- 19- 12-13h 12-13h 11-12h 12-13h
Heure du pic . . . .
20h 20h 11-12h g 13-14h 11-12h a 13-14h 11-12h g 13-14h 11-12h a 14-15h
Plage 4 4 6,0+0,3 4,8+0,3 53104 4,9+0,6
d’émission (h) 5a7 4a6 3a7 3a8
Intensité de la 50 | 929 79,7 £3,6 67,8+3,9 86,6° £ 3,4 74,9+7,6
plage (%) ! ! 70,6 a 89,4 5040 80,5 68,4a97,7 38,9a95,2
s +0,5+0,4 00,3 +0,6 £ 0,2 +0,9+0,6
Asymetrie 15 ) 18 0,63+1,8 0,96 +1,6 0,46 +1,4 216425
. +0,2 +0,9 .0,6+0,7 -0,4 40,9 (N=7) +2,6 +1,3 (N=7)
Aplatissement 7| 32 1,74 +3,9 244428 -3,04+2,9 3,34+6,7
Cercaires la 11,5+3,2 18,5+2,9 57%3,2 15,2 +6,2
nuit subjective >8,7 | 968 4,7G21,3 7,50 33,3 04253 04417
(%)
Nombre total 7,3+4,8 196 156 1940,3 £481,1 151,82+ 49 227,8 £ 66 4449 + 109
de cercaires 0a19 856 a 3755 26 0324 38a519 166 a 948
N° mollusque N°2 N°6

ES : Ecart-standard ; L-O : Lumiere-Obscurité (12-12) ; O-L : Obscurité-Lumiére (12-12) ; Tests Wilcoxon Mann Whitney significatifs (p-value<0,01) pour les effectifs supérieurs a 4 individus :

Comparaison avec le jour précédent : 2W = 48, p = 0,0007, ° W =5, p = 0,003.
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Chacun des parametres d’un jour a été comparé avec le méme parameétre du jour précédent et les
résultats sont présentés ci-dessous.

Jour 1 versus Jour 2

[ ([

6h 18h 6h 18h

Aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le profil du jour 1 et le
profil du jour 2 (p > 0,01). Ces profils ont les caractéristiques du chronotype diurne avec la présence
d’un seul pic a 12-13h et une plage entre 4h et 5h avec une intensité moyenne de la plage supérieure
a90%. lls partagent aussi un coefficient d’asymétrie modéré (positif ou négatif) ainsi qu’une émission
nocturne quasi inexistante. Le nombre total de cercaires émises est d’environ 700.

Jour 2 versus 1*' jour de lumiére continue

L] 1)

6h 18h 6h 6h

Le régime de lumiére continue débute a la seconde moitié de la 1% journée de lumiére continue. Les
12 premiéres heures du 1 jour de lumiere continue ne sont pas affectées par le changement de
photopériode car elles correspondent au début de jour classique. Aucune émission significative n’est
observée dans la seconde moitié du 1° jour de lumiére continue. Ainsi, aucun des parameétres de
description n’est significativement différent entre le profil du jour 2 et le profil du 1° jour de la lumiere
continue (p >0,01). La différence d’une heure pour I’heure du pic n’est pas significative entre les profils
du jour 2 et du 1°" jour de lumiére continue puisqu’elle est comprise dans leur variabilité individuelle
(p>0,01).

1°" jour de lumiére continue versus 2™ jour de lumiére continue

C 1) C I ]

6h 6h 6h 6h

Aprées 24h de lumiére continue, il y a une perte totale de rythme et une émission quasi inexistante. Sur
les 6 profils du 2eme jour de lumiére continue, aucun n’a émis plus de 6 cercaires. Ce changement de
comportement est d’autant plus important puisqu’en 24h de lumiere continue, le nombre total moyen
de cercaires émises est passé de 830 a 3.

2°me jour de lumiére continue versus 3°™ jour de lumiére continue

C 1] C I

6h 6h 6h 6h

Aucun des 6 profils du 3™ jour de lumiére continue n’a émis plus de 5 cercaires. Le nombre total de
cercaires émises n’est pas significativement différent entre le 2™ jour de lumiére continue et le 3¢m¢
jour de lumiere continue (p > 0,01).

3%me jour de lumiére continue versus 7¢™ jour de lumiére continue

C ) C 1)

6h 6h 6h 6h

A partir du 7¢™ jour, deux comportements se distinguent entre les 6 profils. Ceux qui ont émis moins
de 20 cercaires (4/6) et ceux qui émettent plus de 20 cercaires (2/6). Cette différence de
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comportement demeure jusqu’au dernier jour de la lumiere continue chez les mémes individus. Les 4
profils du 7™ jour de lumiére continue qui ont émis moins de 20 cercaires sont les mémes individus
que ceux du 13%™ jour de lumiére continue qui ont émis moins de 20 cercaires. Le nombre moyen total
de cercaires émises pour ces 4 profils du 7™ jour de lumiére continue n’est pas significativement
différent de celui du profil du 3™ jour de lumiére continue (p > 0,01).

Les deux profils restants du 7°™ jour de lumiére continue ont émis plus de 20 cercaires. Ils sont issus
des mollusques n°2 et n°6. La majorité de leur émission se concentre sur 2 heures avec toutefois 9
heures d’écart entre leur « pic » d’émission respectifs. La majorité de leur émission se fait dans la
deuxieme moitié du 7éme jour de lumiere continue. Chez le mollusque n°2, la majorité des cercaires
sont émises dans les deux derniéres heures du 7¢™ jour de lumiére continue tandis que chez le
mollusque n°6 la majorité des cercaires sont émises entre 8 et 10h de la seconde moitié du 7éme jour
de lumiére continue. A noter que 9 fois plus de cercaires ont été émises chez le mollusque n°2.

7°™e jour de lumiére continue versus 13°™¢ jour de lumiére continue (4/6)

C 1] C L)

6h  6h 6h  6h
Du 2™ jour de lumiére continue jusqu’au dernier, les mollusques n°1, 3, 4, et 5 ont émis moins de 20
cercaires avec une moyenne globale de 6 cercaires par jour. Le nombre total moyen de cercaires
émises n’est pas significativement différent entre les jours de lumiere continue. Aucune période de
libre cours n’a pu étre mise en évidence.

7°™e jour de lumiére continue versus 13°™¢ jour de lumiére continue (1/6)

C I L)

6h  6h 6h  6h
Le mollusque n°2 a émis plus de 20 cercaires les 7°™ jour, 8™ jour, 12°™ jour et 13°™ jour de lumiére
continue, avec en moyenne une émission de 400 cercaires. Aucune période de libre cours comprise
entre 20h et 28h n’a pu étre mise en évidence.

78™e jour de lumiére continue versus 13°™¢ jour de lumiére continue (1/6)

C 1) C 1)

6h 6h 6h 6h

Le mollusque n°6 a émis plus de 20 cercaires les 7¢™ jour, 8™ jour, 12¢™ jour et 13°™ jour de lumiére
continue, avec en moyenne une émission de 107 cercaires. Aucune période de libre cours comprise
entre 20h et 28h n’a pu étre mise en évidence.

13°™e jour de lumiére continue versus 1°" jour du retour L-O

C I C 1]

6h 6h 6h 18h

Le retour de 'alternance lumiere-obscurité débute avec I'obscurité a 18h. Les deux comportements
distinctifs observés lors du 13°™ jour de lumiére continue restent inchangés au 1" jour du retour de la
photopériode équilibrée (L-O). Les mémes 4 individus ont des profils avec moins de 20 cercaires. Les
mollusques n°2 et 6 ont émis plus de 20 cercaires. La majorité de I'’émission cercarienne se fait au
retour de I'obscurité, avec respectivement pour les mollusques n°2 et 6, 58,7 et 96,8% de cercaires
nocturnes. Le pic de cette émission nocturne a lieu une heure apreés le retour de I'obscurité (19-20h).
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1¢" jour du retour L-O versus 2™ jour du retour L-O

C 1 (L]

6h 18h 6h 18h

Au 2™ jour du retour de la photopériode équilibrée (L-0), les 6 profils ont émis plus de 20 cercaires.
Contrairement au jour précédent, ces profils ont les caractéristiques du chronotype diurne (1* jour,
28™e jour et 1°" jour Lumiére continue) avec la présence d’un seul pic a 12-13h et le pourcentage de
cercaire nocturne moyen qui est descendu a 11%.

28me jour du retour L-O versus 3°™¢ jour du retour L-O

L] 1

6h 18h 6h 18h
Les huit profils du 3™ jour du retour L-O ont émis plus de 20 cercaires. A I’exception du nombre total
de cercaires, aucun des autres parametres de description n’est significativement différent entre le
profil du 26™ jour du retour de L-O et le 3*™ jour du retour L-O. Le nombre total moyen de cercaires
du 3%™ jour du retour L-O est significativement plus petit que celui du 2™ jour du retour L-O
(respectivement 1940 et 152 cercaires). Méme si la majorité de I’émission cercarienne du 3™ jour du
retour L-O est diurne, le pourcentage moyen de cercaires nocturnes reste élevé (18,5%) comparé au
pourcentage classique observé chez le chronotype diurne (~1-2%).

3%me jour du retour L-O versus 7°™¢ jour du retour L-O

(L] L]

6h 18h 6h 18h
Les huit profils du 7¢™ jour du retour L-O ont émis plus de 20 cercaires. A I'exception de I'intensité de
la plage d’émission, aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le
profil du 3™ jour du retour de L-O et le profil du 7¢™ jour du retour L-O. L’intensité de la plage du 7¢™®
jour du retour L-O est significativement plus élevée que celle du 3®™ jour du retour L-O
(respectivement 86,6% et 67,8%). Méme si la majorité de I’émission cercarienne du 7™ jour du retour
L-O est diurne, le pourcentage moyen de cercaires nocturnes reste élevé (5,7%) comparé au
pourcentage classique observé chez le chronotype diurne (~1-2%).

78™e jour du retour L-O versus 8™ jour du retour L-O

C L] 1]

6h  18h 6h 18h
Les huit profils du 8™ jour du retour L-O ont émis plus de 20 cercaires. Aucun des paramétres de
description n’est significativement différent entre le profil du 3™ jour du retour de L-O et le 7°™ jour
du retour L-O. Méme si la majorité de I’émission cercarienne du 7™ jour du retour L-O est diurne, le
pourcentage moyen de cercaires nocturnes reste élevé (15,2%) comparé au pourcentage classique

observé chez le chronotype diurne (~1-2%).
1.2.2.1.3. Discussion et conclusion

Les jours 1 et 2 ainsi que le 1°" jour de lumiére continue (L-L) représentent le chronotype classique de
S. mansoni. Le changement de photopériode s’étant opéré au milieu de la journée (L-L a 18h) apres le
pic, les 12 premiéres heures correspondent a une émission classique. De plus aucune émission
significative n’a été observée durant les douze heures suivantes du 1°" jour de lumiére continue. Les
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28me et 3%me jours de lumiére continue marquent un arrét brusque dans I’émission des cercaires
puisqu’aucun profil ne dépasse les six cercaires. Cet arrét d’émission est d’autant plus impressionnant
que I'on passe d’un nombre total moyen de cercaires de 753 (Jour 1, jour 2 et 1" jour L-L) 2 (2™ jour
et 3°™ jour de L-L).

C’est & partir du 7°™ jour de lumiére continue qu’un changement de comportement est observé.
Quatre individus vont rester sous la barre des 20 cercaires avec un nombre total moyen de 5 cercaires
jusqu’au dernier jour de lumiére continue (13%™ jour de L-L). Les deux individus restants vont émettre
plus de 20 cercaires pendant les 7™ jour, 8™ jour, 12°™ jour et 13°™ jour de lumiére continue avec
un nombre total moyen de cercaires de 600 (mollusque n°2) et 107 (mollusque n°6). En plus du nombre
moyen de cercaires émises, les deux individus se distinguent par la désynchronisation de leur émission
cercarienne. Méme si des cercaires ont été émises, aucune période de libre cours n’a pu étre mise en
évidence.

Le 1°" jour de retour a la photopériode équilibrée s’opére avec le retour de I'obscurité a 18h. Pour les
deux mollusques qui ont émis plus de 20 cercaires, la majorité de I'émission est nocturne s’opérant
une heure aprés le début du retour de la nuit. Aprés douze heures d’obscurité, le 2¢™ jour du retour
de la photopériode équilibrée, tous les mollusques émettent de nouveau plus de 20 cercaires avec un
pic diurne classique a 12-13h et une explosion du nombre total de cercaires émises (1940 cercaires en
moyenne). Le pourcentage de cercaires nocturnes et la plage d’émission sont significativement plus
grands que ceux observés au début de I'expérience (p<0,01). Une émission plus longue avec plus de
cercaires nocturnes illustre une réadaptation a la photopériode équilibrée. En effet, au 8™ jour du
retour de la photopériode équilibrée, aucun des parameétres de description ne sont significativement
différents avec les Jour 1, Jour 2 et le 1°" jour de lumiere continue (p>0,01).

L'absence d’émission cercarienne ou la présence d’'une émission erratique en lumiére continue,
couplées a un retour immédiat a la normale dés le recommencement d’une alternance jour/nuit sont
des observations en faveur d’un rythme de nature exogéne.

En conclusion, en présence de lumiéere continue le rythme d’émission des cercaires n’est pas maintenu.
Il n’y a donc pas d’évidence de rythme circadien. Cette expérience montre aussi que la lumiere seule
n’est pas suffisante pour déclencher une émission rythmée et qu’il faut une alternance jour/nuit. La
variation impressionnante du nombre de cercaires observées sous les différentes photopériodes nous
interroge sur le phénomene au niveau intra-mollusque.

1.2.2.1.4. Expérience d’histologie

Si I'analyse de I'expérience de lumiere continue est faite d’un point de vue production cercarienne,
I'arrét brusque de I'émission pendant 12 jours de lumiere continue et I'explosion de I'émission
cercarienne au 2™ jour du retour de la photopériode équilibrée nous interroge sur le devenir des
cercaires pendant ce laps de temps. Bien qu’important, le nombre de cercaires émises le 2™ jour du
retour L-O ne correspond pas a I'addition des douze jours d’absence d’émission. Pour comprendre ou
sont passées les cercaires non-émises, deux hypothéses sont envisagées. La premiére est que les
cercaires sont sorties des sporocystes mais sont en attente des conditions propices de photopériode
pour sortir du mollusque. La deuxieme hypothése est que les cercaires sont soit retenues soit en
attente a l'intérieur des sporocystes.

Pour répondre a cette question, une étude histologique a été réalisée sur des B. glabrata infestés avec
le chronotype diurne de S. mansoni sous deux conditions expérimentales différentes ; soit apres 13
jours de photopériode équilibrée (L-O 12-12) soit apres 13 jours de lumiére continue (L-L 12-12). Les
coupes sont réalisées sur I’'hépatopancréas et I'ovotestis car c’est dans ces zones que se concentrent
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les parasites. La coloration utilisée est I’'Hématoxyline Eosine Safran (HES) ; elle met en évidence les

noyaux en violet (hématoxyline), les cytoplasmes en rose (éosine) et les fibres de collagéne en jaune
(Safran).

1.2.2.1.5. Résultats histologie aprés 13 jours de photopériode équilibrée

Aprés 13 jours de photopériode équilibrée quelques cellules hétes sont observées (Figure_28 A et B).
Il y a beaucoup plus d’embryons cercariens que de cercaires matures (Figure_28 C et D). Cela
s’explique par le fait que, toutes les 24h, les cercaires matures sont émises et que la cercariogenese
suit son cours pour les remplacer.

Figure 28 : Coupe histologique d’hépatopancréas de B. glabrata infesté avec le chronotype diurne de S.
mansoni (Oman) apreés 13 jours de photopériode équilibrée (L-O) A) Coupe histologique avec coloration HES,
image d’origine. B) Coupe histologique avec mise en évidence des cellules de I’'h6te en orange. C) Coupe
histologique avec mise en évidence des embryons cercariens en turquoise. D) Coupe histologique avec mise en
évidence des cercaires matures en bleu foncé. Abréviations : C: Cercaria (cercaire), CE : Cercarial Embryo

(embryon cercarien), HI: Hemocyte Invasion (invasion hémocytaire), L: Lumen (lumiére), LL: Lobular Liver
(lobule digestif).

1.2.2.1.6. Résultats histologie aprés 13 jours de lumiére continue

Apreés 13 jours de lumiére continue, trés peu de cellules hétes sont observées (Figure_29_A et B). On
peut aussi voir quelques embryons cercariens (Figure_29 _C). Toutefois, la majorité du tissu est rempli
par des cercaires matures (Figure_29 D). Ces cercaires sont contenues a l'intérieur des sporocystes
(espaces blancs autours des cercaires). C'est donc I’hypothése des cercaires attendant a I'intérieur des
sporocystes qui est validée. De plus le ratio de cercaires matures et d’embryons cercariens illustre un
arrét ou un tres fort ralentissement de la cercariogenese qui explique pourquoi apres le retour de la
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photopériode équilibrée, le nombre de cercaires observées n’est pas I'addition des 12 jours d’arrét
d’émission.

Figure 29 : Coupe histologique d’hépatopancréas de B. glabrata infesté avec le chronotype diurne de S.
mansoni (Oman) aprés 13 jours de lumiére continue A) Coupe histologique avec coloration HES, image d’origine
B) Coupe histologique avec mise en évidence des cellules de I’'hGte en orange C) Coupe histologique avec mise
en évidence des embryons cercariens en turquoise D) Coupe histologique avec mise en évidence des cercaires
matures en bleu foncé. Abréviations : C: Cercaria (cercaire), CE : Cercarial Embryo (embryon cercarien), LL :
Lobular Liver (lobule digestif), T : Tail (queue de la cercaire) et TP : Tunica propria (tégument du mollusque).

1.2.2.1.7. Discussion expérience lumiére continue et histologie

Les observations des coupes histologiques apportent un éclaircissement supplémentaire sur les
résultats de I'expérience de lumiere continue. Pour la majorité des individus, I'émission des cercaires
cesse avec la lumiere continue. Les observations histologiques montrent que les cercaires matures
s’accumulent a I'intérieur des sporocystes et que la cercariogenése est arrétée.

Au 2™ jour du retour de la photopériode équilibrée, il y a une explosion du nombre de cercaires
émises allant de 856 a 3755 cercaires (Tableau_20). Il est intéressant de noter que le plus grand nombre
de cercaires a été émis par I'individu n°6 qui pourtant a émis des cercaires en période de lumiere
continue (Tableau_21).
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Tableau 21 : Corrélation entre la taille des mollusques et la production cercarienne du jour 1 et 2 de la
photopériode équilibrée, du 1°" jour de la lumiére continue et des 2°™ jour et 3°*™ jour de la photopériode

équilibrée apres 15 jours de lumiére continue

. . . Production Production
Taille des Production Production . . .
. . Production | cercarienne | cercarienne
mollusques | cercarienne | cercarienne . ame « ame +
. . . cercarienne | au 2°™ jour | au 3°™ jour
au début de aujour1 au jour 2 .
. au ler jour du retour du retour
Mollusque | I'expérience dela dela .
- . s de lumiére dela dela
de lumiére | photopériode | photopériode . L. L.
. R f continue | photopériode | photopériode
continue équilibrée équilibrée e f L
(mm) (L-0) (L-0) (L-L) équilibrée équilibrée
(L-0) (L-0)
1 10,20 1036 986 1313 2409 26
2 10,20 1589 901 804 1463 161
3 12,15 274 464 680 856 59
4 13,00 575 775 835
5 9,30 476 477 671
6 9,50 546 474 678 3755 324
8 9,35 2132 37
9 12,30 1027 36
Coefficient de corrélation -0,28 0,10 -0,02 -0,78 -0,44

Il n’y a pas de corrélation évidente entre la taille du mollusque et le nombre de cercaires émises pour
les jours 1 et 2 de la photopériode équilibrée (L-O), ni pour le 1°" jour de la lumiere continue (L-L) dont
les douze premieres heures correspondent a une émission classique. Par contre, il existe une
corrélation négative entre la taille des mollusques et le nombre de cercaires émises les 2™ et 3éme
jours de photopériode équilibrée apreés 15 jours de lumiere continue (Figure_30 et Tableau_21).

28me Jour du retour L-O 3éme Jour du retour L-O

4000

. .
33500
3000
2500
2000

1500 .

Nombre de cercaires
Nombre de cercaires

1000 St @

500 =0
L]

10,00 11,00 12,00 13,00 10,00 11,00 12,00 13,00

Taille mollusque (mm) Taille mollusque (mm)

Figure 30 : Corrélation entre la taille des mollusques et la production cercarienne aux 2éme et 3éme jours du
retour de la photopériode équilibrée. En abscisse la taille des mollusques et en ordonnée le nombre de cercaires.
Les coefficients de corrélation sont respectivement de -0,78 pour le 2°™ jour du retour de la photopériode
équilibrée et de -0,44 pour le 32™ jour du retour de la photopériode équilibrée. Les points rouges indiquent le
mollusque n°2 et les points verts le mollusque n°6.
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En période de photopériode classique L-O, la production cercarienne dépend de plusieurs facteurs,
dont la taille du mollusque, la charge parasitaire, la capacité de développement du parasite et la
permissivité de I’'hGte. Dans notre cas, la charge parasitaire n’entre pas en compte car toutes les
infestations sont faites avec un seul miracidium. Si la corrélation entre taille du mollusque et
production cercarienne a été prouvée chez S. mansoni (Porto Rico) chez B. glabrata (Niemann & Lewis,
1990) il n’y pas de corrélation évidente dans cette expérience (Tableau_21).

Les observations histologiques ont montré un arrét de la cercariogenése et une accumulation des
cercaires matures dans les sporocystes. Nous pouvons émettre I’hypothese que plus le mollusque est
grand plus les sporocystes pleins de cercaires ont de la place dans les tissus les uns par rapport aux
autres, et donc peuvent tenir plus longtemps sans saturer les tissus mollusques. Nous pouvons alors
penser que, de par I'encombrement intrasporocyste, la cercariogenése est complétement arrétée, et
gue le sporocyste plein reste dans un état de statu quo Figure_31.

Photopériode équilibrée : Lumiére continue: Lumiére continue:

Equilibre entre les différentes

) Arrét cercariogenése et Pas de renocuvellement
formes de maturationde . )
. accumulation des cercarien, statu quo
cercaires .
cercaires matures
Légende:

. . Cercaire en cours de Embryon

Tissu mollusque sporocyste [l Cercaire mature @ . o "V
maturation cercarien

Figure 31 :Schéma de I’hypothése du devenir des cercaires en lumiére continue dans les mollusques de grande
taille

A l'inverse, dans les petits mollusques, la saturation limite des tissus arrive plus rapidement et oblige
une sortie massive de cercaires. Nous pouvons alors penser que, dans ce cas, la cercariogenese est trés
fortement ralentie mais pas totalement arrétée (Figure_32). Les cercaires émises sont lentement
remplacées, ce qui explique la succession de jours avec et sans émissions significatives pour les
mollusques 2 et 6 (les plus petits du groupe).

60



Partie |

B-2-8-0

Equilibre entre les Arrét cercariogenése
différentes formes de et accumulation
maturation de cercaires cercaires matures

L-L - - -

-B-8-8-8

Reprise partiellede |a

Saturation physique Emission arythmique
des sporocystes des cercaires matures

cercariogenése grace ala Maturation des Saturation physique Emission arythmique
place libérée par nouveaux embryons des sporocystes des cercaires matures
I’émission
Légende:

. . Cercaire en cours de Embryon
Tissu mollusque Sporocyste [ Cercaire mature @ . ® ry
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Figure 32 :Schéma de I’hypothése du devenir des cercaires en lumiére continue dans les mollusques de petite
taille

Cette hypothése reste valable méme si le mollusque n°2 (10,20 mm), plus grand que le mollusque n°6
(9,50 mm), émet plus de cercaires. Lors des premiers jours de I'expérience en photopériode équilibrée
(L-0), le mollusque n° 2 a émis en moyenne deux fois plus de cercaires que le mollusque n°6. On peut
donc dire que le mollusque n°6, plus petit, pourrait avoir une concentration parasitaire moins forte et
donc émettre moins de cercaires ce qui signifierait que la différence observée n’est pas uniquement
due a la taille. Dans cette expérience, seule la taille en début d’expérience a été mesurée. L'évolution
de la taille des mollusques et donc de la capacité de croissance de I'hote dépend de sa réponse a la
parasitose. Deux mollusques de méme taille, peuvent avoir une réponse différente a la présence du
parasite qui peut provoquer une différence de croissance. Cela pourrait notamment expliquer la
différence de comportement entre le mollusque n°1 qui a toujours émis moins de 20 cercaires en
lumiere continue et le mollusque n°2 avec lequel il partageait la méme taille en début d’expérience.
Pour approfondir ces résultats, il faudrait mesurer les mollusques en début et fin d’expérience, et aussi
réaliser I'expérience des coupes histologiques avec des mollusques de tailles différentes. En effet, la
taille du mollusque pour la coupe histologique en lumiére continue mesurait 13,55mm, ce qui fait
partie des tailles les plus grandes.

Indépendamment du rythme de I'émission des cercaires, il existe un rythme de la production
cercarienne (nombre de cercaires) ainsi qu’un rythme de développement des cercaires (abondance
relative entre les stades embryonnaires et les stades cercaires en fin de maturation) (Théron, 1982).
D’un point de vue histologique, on peut interpréter les résultats en lumiére continue par le fait que
I’arrét de I'alternance jour/nuit induit un arrét de synchronisme dans le développement des cercaires.
Sans repére temporel, le renouvellement de génération de cercaires s’arréte. L'agent de ce
renouvellement est inconnu. Il peut soit étre un stock initial de cellules germinales présentes dans le
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sporocyste qui entrerait en maturation de fagcon échelonnée, soit étre une production rythmique de
cellules germinales générées a la fin de chaque cycle de maturation (génération). Dans les deux cas, la
lumiere continue induit leur arrét de maturation. En paralléle, les générations de cercaires déja en
cours de maturation continuent leur développement jusqu’au stade mature. Il se crée alors
I"accumulation de cercaires matures dans les sporocystes observés aprés 13 jours de lumiére continue.
Pour les parasites présents dans les plus petits mollusques, cette accumulation peut se transformer en
encombrement physique du sporocyste qui, faute de place, voit les cercaires les plus matures sortir.
Cette sortie des cercaires peut, soit étre un processus issu du sporocyste qui va réguler son
encombrement, soit un processus des cercaires qui pergoivent leur densité intra-sporocyste, soit plus
simplement une pression physique qui fait sortir les cercaires.

1.2.2.2. Chronotype nocturne (expérience d’obscurité continue)

1.2.2.2.1. Protocole obscurité continue

L’expérience de chronobiologie en obscurité continue a été effectuée sur une période de 20 jours et
réalisée sur 6 Biomphalaria pfeifferi infestés par le chronotype nocturne de S. mansoni. Ces jours se
divisent en trois phases d’expérimentation. Les jours 1 et 2 représentent les conditions classiques, avec
une photopériode équilibrée L-O 12-12 ; la lumiére s’allumant a 6h du matin et s’éteignant a 18h le
soir. A partir du jour 3, la lumiere reste éteinte a 6h du matin. Le jour 3 correspond au 1° jour
d’obscurité continue et le jour 14 au 12°™ et dernier jour d’obscurité continue 0-O 12-12. A partir du
jour 15 et jusqu’a la fin de I'expérimentation, la lumiere est rallumée a 6h pour un retour de la
photopériode équilibrée L-O 12-12 identique aux conditions classiques.

1.2.2.2.2. Expérience d’obscurité continue

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_33 et le
Tableau_22 pour la partie obscurité continue ainsi que dans la Figure_34 et le Tableau_23 pour la
partie retour de la photopériode équilibrée. Pour cette expérience, le paramétre du nombre total de
cercaires émises n’est pas pris en compte, mais reste présent dans les données. Pour les jours
d’obscurité continue (O-0), le pourcentage de cercaires nocturnes correspondra au pourcentage de
cercaires émises durant les douze derniéres heures de la journée, c’est-a-dire pendant la nuit
subjective.
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Figure 33 : Histogramme de I’expérience de chronobiologie d’Obscurité continue pour le chronotype nocturne
(1/2), phase obscurité continue. L’expérimentation voit se succéder trois conditions : Photopériode équilibrée
L-O0 12-12 (jours 1 et 2), obscurité continue (1er au 12éme jour) et le retour a la photopériode équilibrée en figure
32 (ler au 6eme jour). L'obscurité continue commence a 6h. En blanc, période de lumiére (indiquée de 6h a
18h) ; en gris, période d’obscurité (indiquée de 18h a 6h).

63



Partie |

Tableau 22 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les parasites du chronotype nocturne de S. mansoni de

I'expérience d’obscurité continue (1/2)

Moyenne £ ES

Variations individuelles

ES : Ecart-standard ; L-O : Lumiére-Obscurité (12-12) ; O-L : Obscurité-Lumiére (12-12)

Tests Wilcoxon Mann Whitney significatifs (p-value<0,01) pour les effectifs supérieurs a 4 individus : Comparaison avec le jour précédent

64

Paramétres 1¢ jour | 1°Tjour | 28™Jour geme jour | 3€ME | geme oy 7¢me jour | 8%mejour | 8MeJour | 12¢me 128me

Jour1 Jour 2 de 0O-0 de 0-0 de 0O-0 de 0-0 Jour de de é 0 de 0O-0 de 0O-0 de O-O | Jourde Jour de

0-0 0-0 0-0

Effectif 6/6 5/5 4/6 2/6 6/6 3/5 2/5 3/6 3/6 4/5 1/5 2/4 2/4
Photopériode L-0 L-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0 0-0
Nombre de 1 1 1
pics 1 1 1

19-20h 19-20h 20-21h 3-4h (am) 18-19h 19-20h
Heure du pic 18-1%h a 18-1%h a (am)a22- | a23-24h (pm) & 1- (am) ¢ 18-

22-23h 19-20h 23h (pm) (pm) 2h (pm) 19h (pm)
Plage 43104 42404 2,5+0,7 3,5+0,4 43+1,1 2+1,4
d’émission (h) 3a5 3a5 2a3 2a4 3a6 163

oy 7 a i.
Intensité de la 919+1,6 97,8+0,5 39,5+11,7 52'088 48,4 +11,6 28,7+12,2 33,2+30,8
plage (%) 89,13988 | 96,24 98,7 31,30447,7 | o oigss | 3480667 16,04 48,3 11,4455
+
Asvmétrie +0,6£0,5 | 04405 +2 (N=1) +1('§|_‘5(;’4 +0,3£0,9 +0,2 (N=1)
Y 1,30+1,7 | -1,84+0,4 N 0,94 +1,5
0a+18
-0,3+1,5 -1,5+1,9 +0,9+2,1 -1+0,4
) ’ ’ ’ ’ N=0 ’ ’ ’ _4,9 N=1
Aplatissement (N=5) (N=4) (N=0) (N=4) (N=2) (N=1)
-3,1a+3,2 | -4,0a+3,3 -4,4a+3,3 -1,50-0,6

Cercaires la 97,1+1,8 100 61,0£31,6 | 549+12,2 | 71,1+12,4 56,0 £10,4
nuit (%) 91,34 100 100 3863833 | 19,7899,5 | 51,54 82,6 48,6 G 63,3
Nombre total 63,3+55 | 84,0%15 46,0+2,8 | 123+55,1 | 56+20,7 47,5+17,7
de cercaires 46 & 80 52¢122 44648 346340 33489 35460
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Figure 34 : Histogramme de I’expérience de chronobiologie d’Obscurité continue pour le chronotype nocturne

a

(2/2), phase retour a la photopériode équilibrée. L’expérimentation voit se succéder trois conditions :
Photopériode équilibrée L-O 12-12 en figure 31 (jours 1 et 2), obscurité continue en figure 31 (1% au 12°™ jour)
et le retour a la photopériode équilibrée (1°" au 6°™ jour). Le retour a la photopériode continue se fait avec le
retour de la lumiére a 6h. En blanc, période de lumiére (indiquée de 6h a 18h) ; en gris, période d’obscurité
(indiquée de 18h a 6h).
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Tableau 23 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les parasites du chronotype nocturne de S. mansoni de
I'expérience d’obscurité continue (2/2)

Moyenne t ES
Variations individuelles

ES : Ecart-standard ; L-O : Lumiére-Obscurité (12-12)

Parameétres - - Py py— e e
1" jour du retour 1" jour du retour 5¢M¢ jour du retour | 5°M¢ jour duretour | 6°¢ jour duretour | 6°™€ jour du retour
L-0 L-O L-0 L-0 L-O L-0
Effectif 2/4 2/4 3/4 1/4 1/4 3/4
Photopériode L-0 L-0 L-0 L-0 L-0 L-0
Nombre de pics ; 1 1
Heure du pic 19-20h 19-20h 18-19h
Plage d’émission 4 4 4
(h)
Intensité de la 62,1+16,1
N 95,8 89,2
plage (%) 50,74 73,5
. +0,5+1,2
Asymétrie 03a+14 +0,4 -0,1
. 02,2
Aplatissement 166+15 -3,9 -5,2
. . 65,1+20,3
0, ’ ’
Cercaires la nuit (%) 50,74 79,44 91,7 89,2
Noml?re total de 52,5 t 26,2 24 37
cercaires 34a71
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Chacun des parametres d’un jour a été comparé avec le méme parametre du jour précédent et les
résultats sont présentés ci-dessous.

Jour 1 versus Jour 2

) [

6h 18h 6h 18h

Aucun des parametres de description n’est significativement différent entre le profil du jour 1 et le
profil du jour 2 (p > 0,01). Ces profils ont les caractéristiques du chronotype nocturne avec la présence
d’un seul pic a 19-20h et une plage d’environ 4h avec une intensité moyenne de la plage supérieure a
90%. lls partagent aussi un coefficient d’asymétrie modéré (positif ou négatif) ainsi qu’'une émission
nocturne supérieure a 97%. Le nombre total de cercaires émises est en moyenne de 73.

Jour 2 versus 1¢" jour d’obscurité continue

[

6h 18h 18h  18h

Le régime d’obscurité continue débute dés le commencement de la 18 journée d’obscurité continue,
avec la lumiére laissée éteinte a 6h. Trois comportements se distinguent parmi les six profils observés.
Quatre profils sur six ont émis moins de 20 cercaires. Un profil issu du mollusque n°2 a eu son émission
la plus élevée 14 heures aprés son pic du jour précédent. Le dernier profil issu du mollusque n°3 a eu
son émission la plus élevée 27 heures aprés son pic du jour précédent. Pour les deux profils qui ont
émis plus de 20 cercaires, I'intensité de la plage principale d’émission a baissé a 39,5% contre les 97,8%
du jour 2 de la photopériode équilibrée. Le pourcentage moyen de cercaires émises dans la nuit
subjective est descendu a 61% contre les 100% du jour 2 de la photopériode équilibrée.

1¢" jour d’obscurité continue versus 2¢™ jour d’obscurité continue

/CD C I ]

18h  18h 18h  18h

Aprés 24h d’obscurité continue, les 6 profils ont émis plus de 20 cercaires. La plage principale moyenne
d’émission et le pourcentage de cercaires émises pendant la période de nuit subjective sont
significativement plus faibles que ceux du jour 2 de la photopériode équilibrée (w = 30, p = 0,004 et W
=30, p=0,006). Il n’y a pas une heure consensus pour I’émission la plus haute entre les six profils.

Le profil issu du mollusque n°2 a eu son émission la plus élevée 35h aprés son émission la plus élevée
du 1°" jour d’obscurité. Le profil issu du mollusque n°3 a eu son émission la plus élevée 22h apres son
émission la plus élevée du 1° jour d’obscurité.

2°me jour d’obscurité continue versus 3°™¢ jour d’obscurité continue

C I C I

18h  18h 18h  18h

Deux profils sur les 5 observés le 3°™ jour d’obscurité continue ont émis moins de 20 cercaires. Parmi
les trois profils qui ont émis plus de 20 cercaires, on retrouve ceux issus des mollusques n°2 et n°3. Le
profil issu du mollusque n°2 a eu son émission la plus élevée 23 heures apres son émission la plus
élevée du 2°™ jour d’obscurité continue. Le profil issu du mollusque n°3 a eu son émission la plus
élevée 22 heures apres son pic du jour précédent.
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Le troisieme profil qui a émis plus de 20 cercaires est issu du mollusque n°9 qui a été intégré a
I’expérimentation pour remplacer un mollusque décédé. Il n’y a pas de donnée de comptage pour cet
individu avant le 3™ jour d’obscurité continue.

Pour ces trois profils qui ont émis plus de 20 cercaires, I'intensité de la plage principale d’émission
reste faible par rapport a celle du jour 2 de la photopériode équilibrée mais équivalente a 'intensité
moyenne des jours en obscurité continue. Cette observation est aussi valable pour le nombre moyen
de cercaires émises en nuit subjective.

3°me jour d’obscurité continue versus 7°™¢ jour d’obscurité continue

C I C I

18h  18h 18h  18h

A partir du 7°™ jour d’obscurité, tous les individus mollusques ont été remplacés par des nouveaux.
Aucune période de libre cours n’a pu étre mise en évidence pour les individus décédés.

Au 7™ jour d’obscurité continue, trois profils sur six ont émis moins de 20 cercaires. Les trois profils
restants sont issus des individus mollusques n°12, 13 et 14. Pour ces trois profils, I'intensité moyenne
de la plage d’émission est la plus faible depuis le début de I'expérimentation, avec 28,7%. La majorité
de I’émission se fait pendant la nuit subjective, avec 60% de cercaires.

7™ jour d’obscurité continue versus 8°™ jour d’obscurité continue

C I C I ]

18h  18h 18h  18h

Au 8%™ jour d’obscurité continue, quatre profils sur cing ont émis moins de 20 cercaires. Le profil
restant est issu du mollusque n°13. Le profil issu du mollusque n°13 a eu son émission la plus élevée
11 heures aprés son émission la plus élevée du 7°™ jour d’obscurité continue. La majorité de son
émission s’est faite pendant le jour subjectif (5% de cercaires émises en nuit subjective).

8°me jour d’obscurité continue versus 12°™ jour d’obscurité continue

C I C I

18h  18h 18h  18h

Au 128™ jour d’obscurité continue, deux profils sur les quatre observés ont émis moins de 20 cercaires.
Les deux profils restants sont issus des mollusques n°12 et 13. Il n’y a pas de consensus dans I’heure
de I'émission la plus élevée. L'intensité moyenne de la plage d’émission principale reste faible, avec
33,2%.

12°me jour d’obscurité continue versus 1°" jour du retour L-O

C I C L]

18h  18h 6h 18h

Le retour de l'alternance lumiére-obscurité débute avec la lumiere a 6h. Les deux comportements
distinctifs observés lors du 12°™ jour d’obscurité continue restent inchangés au 1°" jour du retour de
la photopériode équilibrée (L-O). Les mémes 2 individus ont des profils avec moins de 20 cercaires. Les
mollusques n°12 et n°13 ont émis plus de 20 cercaires. Une émission cercarienne conséquente a eu
lieu a 6h du matin dés le retour de la lumiére. Toutefois, elle ne peut pas étre apparentée a un pic mais
plut6t a une réponse au retour de la lumiere puisque le chronotype est nocturne et que le pic classique
a lieu a 19-20h le méme jour. Si le pic a lieu a la bonne heure pour les deux profils, il faut cependant
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noter que l'intensité et le pourcentage de cercaires nocturnes sont plus faibles que ceux des jours 1 et
jour2 de photopériode équilibrée.

Du 2°™¢ jour du retour L-O jusqu’au 6™ jour du retour L-O

(1] L]

6h 18h 6h 18h

A partir du 2™ jour du retour L-O et jusqu’a la fin de I'expérience (6°™ jour retour L-O), le méme
comportement est observé. Trois mollusques sur quatre ont des profils d’émission cercarien avec
moins de 20 cercaires durant cette période. Seuls les profils du mollusque n° 13 ont émis plus de 20
cercaires. Ces profils ont tous les caractéristiques d’un profil classique du chronotype nocturne, et
illustrent ainsi un retour a la normale avec un seul pic a 18-19h ou 19-20h qui a une intensité aux
alentours de 90% sur une plage de 4h avec un pourcentage de cercaires nocturnes supérieur a 90%.

1.2.2.2.3. Discussion et conclusion

Les jours 1 et 2 de photopériode équilibrée représentent le chronotype nocturne classique de S.
mansoni. Le 1" jour d’obscurité continue marque un arrét de I'émission des cercaires pour la majorité
des profils. Pour la minorité des profils qui émettent des cercaires, il y a une désynchronisation de leur
émission cercarienne, avec d’un coté un profil qui fait son émission la plus élevée 14 heures aprés le
pic de la veille et I'autre profil aprés 27 heures. Pour ces deux individus, les jours suivants, les écarts
entre les émissions les plus élevées sont disparates (respectivement 35 heures et 22h heures).
Contrairement a I'expérience faite avec le chronotype diurne, le suivi individuel des profils n’a pas pu
étre mené jusqu’a la fin de I'expérimentation a cause de la mortalité des mollusques. Toutefois pour
les quelques jours de suivi individuels qui ont pu étre faits, aucune période de libre cours n’a pu étre
mise en évidence.

De facon globale, la période d’obscurité continue voit 'alternance de deux comportements (plus ou
moins de 20 cercaires) en intra et inter-individuel. Il est intéressant de voir que les profils qui émettent
le plus de cercaires sont issus des mémes mollusques. Contrairement au chronotype diurne, le nombre
total de cercaires ne s’est pas révélé étre un paramétre pertinent. Cela s’explique par le fait que la
production cercarienne des B. pfeifferi est beaucoup moins élevée que celle des B. glabrata utilisés
pour le chronotype diurne.

Le 1° jour de retour a la photopériode équilibrée s’opére avec le retour de la lumiére a 6h. Pour les
mollusques qui ont émis des cercaires, le pic nocturne classique est immédiatement de retour. Il se
fait en paralléle d’'une émission conséquente qui a eu lieu a 6h et s’apparente a une réponse physique
a la lumiere. Ce phénomene physique de réponse a la photopériode opposée a aussi été observé avec
le chronotype diurne (émission nocturne avec le retour de la nuit lors du 1°" jour du retour de la
photopériode équilibrée).

Il est important de voir que la moitié des individus sont restés sous la barre des 20 cercaires malgré le
retour de la photopériode équilibrée. Cela peut s’expliquer par le fait que plus de 12 jours d’obscurité
continue sont éreintants pour les organismes et que les individus mollusques étaient sur une
dynamique de mortalité. On est passé de 6 individus au début de I'expérimentation a 4 car tous les
remplagants étaient soit utilisés soit morts. Pour les cing derniers jours de I'expérimentation seul un
individu a émis plus de 20 cercaires avec un retour a un rythme d’émission classique.
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La forte diminution de I’émission cercarienne ou d’une émission erratique en obscurité continue,
couplée a un retour immédiat a la normale dés le recommencement d’une alternance jour/nuit sont
des observations en faveur d’un rythme de nature exogene.

En conclusion, en présence d’obscurité continue, le rythme d’émission des cercaires n’est pas
maintenu. Il n’y a donc pas d’évidence de rythme circadien. Cette expérience montre aussi que
I’obscurité seule n’est pas suffisante pour déclencher une émission rythmée et qu’il faut une
alternance jour/nuit.

[.3. Discussion

Pour déterminer si le rythme d’émission des cercaires était circadien, I'adaptabilité et la constance du
rythme ont été étudiées. L'adaptabilité du rythme aux changements du zeitgeber a été testée par
I'inversion de photopériode. Nos résultats chez le chronotype diurne, que ce soit par 24h de nuit ou
24h de jour, montrent une adaptation directe et totale. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
par Luttermoser (1955), Asch (1972) et Glaudel & Edges (1973) avec la souche Porto Rico.
Malheureusement, le comptage des cercaires dans ces études s’est fait toutes les 6 (Asch, 1972 ;
Glaudel and Etges, 1973) ou 12 heures (Luttermoser, 1955) et ne peut pas étre finement comparé avec
les nodtres, notamment sur la question de I'émission subsidiaire aux transitions jour/nuit. Le
chronotype nocturne, bien que la majorité de I'émission s’adapte dés 12 heures de nuit, passe par une
étape intermédiaire bimodale précédée suivant les cas d’une chute de I’émission cercarienne
(émission inférieure a 20 cercaires). L'émission a I'lancienne heure de pic pourrait s’apparenter a une
perturbation causée par les 12 heures de décalage quiinduiraient une sensibilité accrue a la transition
jour/nuit. Toutefois, le pic nocturne se produisant a la transition jour/nuit complexifie la
compréhension de cette émission secondaire. Pour peut-étre éliminer ce pic subsidiaire a la transition
jour/nuit, une expérience de chronobiologie avec un décalage plus léger pourrait étre faite. Cette
émission chez le chronotype nocturne, dés 12h de nuit supplémentaire lors du 1* jour de photopériode
inversée pourrait étre en faveur d’un rythme plutét exogéne. Peu importe le chronotype, le rythme
d’émission suit le changement de photopériode.

La constance du rythme d’émission a été testée avec la photopériode ou le pic a lieu, c’est-a-dire
lumiere continue pour le chronotype diurne et obscurité continue pour le chronotype nocturne. Nos
résultats chez le chronotype diurne montrent, qu’a la lumiére continue, il y a un arrét de I’émission
cercarienne puis une émission disparate pour quelques individus, sans la possibilité de mettre en
évidence une période de libre cours (période réguliére entre deux pics comprise entre 20 et 28 heures).
Ces résultats sont en accord avec les travaux de Valle, Pellegrino & Alvarenga (1973) (lumiére et
obscurité continues) et Williams, Wessels & Gilbertson (1984) (lumiére continue) faits sur la souche
Porto Rico. Toutefois, ces deux études ne peuvent pas étre finement comparées aux nétres, avec, d’un
coOté, seulement 20% des cercaires comptées toutes les 12h et de I'autre 3 aliquots de 1pl toutes les
deux heures, respectivement. Ceci est d’autant plus vrai pour les questionnements portant sur la
variabilité des comportements individuels. Tout comme le chronotype diurne, le chronotype nocturne
en condition d’obscurité continue, a soit une émission inférieure a 20 cercaires soit une émission
disparate sans période de libre cours. Dans les deux chronotypes, le 1* jour du retour de la
photopériode équilibrée voit un pic d’émission dans I'élément inverse (un pic nocturne pour le
chronotype diurne et un pic diurne pour le chronotype nocturne) suivi d’un retour a la normale des le
lendemain. Ce pic dans I’élément inverse (nuit pour le chronotype diurne et jour pour le chronotype
nocturne) est une réponse « physique » suite au brusque changement aprés au moins 10 jours de
photopériode continue. Ces résultats montrent I'importance de I’alternance jour/nuit pour déclencher
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une émission rythmique des cercaires. Les expériences de Nojima & Sato (1982) sur la souche Porto
Rico ont montré qu’il fallait entre 10 et 14 heures d’obscurité pour maintenir un rythme d’émission
normale et qu’en dessous de 8 heures d’obscurité le rythme était perdu. Au-dessus de 16 heures
d’obscurité, un « pic » supplémentaire apparait des le retour de la lumiére en plus du pic classique
(Nojima & Sato, 1982). Ce « pic » qui ne dure en fait qu’une heure, ressemble au « pic » subsidiaire
observé chez le chronotype nocturne lors de nos expériences d’inversion et d’obscurité continue.
L’hypothese qui peut résulter de ces observations est qu’une modification importante de la
photopériode (comme une inversion de 12h ou une obscurité trop prolongée) induit un stress chez le
parasite qui va émettre des cercaires mécaniqguement dés le retour de I'élément opposé (nuit pour le
chronotype diurne et jour pour le chronotype nocturne) sur une période trés courte pour ensuite faire
son pic normal. Cette hypotheése peut étre appuyée par nos résultats d’histologie qui ont montré qu’en
condition de lumiére continue il y a une accumulation des cercaires matures. La modification
importante de la photopériode pourrait impliquer une accumulation de cercaires matures dont une
petite partie serait expulsée dés le retour de I'élément opposé (nuit pour le chronotype diurne et jour
pour le chronotype nocturne). Cette expulsion pourrait étre soit une réaction purement physique soit
une réaction du parasite afin de faire de la place dans les sporocystes pour retrouver un rythme normal
dans I’émission mais aussi dans le développement cercarien.

L'utilisation des B. glabrata pour I'expérience de lumiere continue a mis en exergue l'arrét de
production et de différenciation cercarienne en photopériode continue. Les travaux de Théron en 1982
ont montré I'existence d’un rythme mensuel de la production des cercaires et des indices d’abondance
des différentes formes de maturation cercarienne. Cette accumulation des cercaires matures a
I'intérieur des sporocystes nous permet de déduire que I'alternance jour/nuit est le zeitgeber principal
qui contréle ces deux autres rythmes ; et par extension que l'utilisation de la photopériode continue,
impactant négativement la production et le développement cercarien, a peut-étre perturbé
I’observation du rythme journalier d’émission des cercaires. Cette déduction améne a penser qu’une
expérience de photopériode continue est une condition trop stricte pour pouvoir mettre en évidence
un rythme circadien de I'émission des cercaires chez S. mansoni. En effet, le test de la maintenance du
rythme en photopériode continue est I'expérience la plus simple mais pas forcément la plus adaptée
en fonction de la nature fonctionnelle du rythme et du modele biologique. C'est le cas pour
Ostreococcus tauri dont la régulation du cycle cellulaire sous le controle d’une horloge circadienne est
dépendant de la lumiere (Moulager, Monnier et al., 2007) ; de ce fait, une expérience d’obscurité
continue ne permet pas de révéler le rythme circadien du cycle cellulaire chez Ostreococcus tauri.

Une expérience alternative qui pourrait mettre en évidence un rythme circadien chez S. mansoni serait
I'utilisation de lumiere pulsée. Aschoff explique que, lors d’une expérience de condition continue,
« I’arrét soudain ou I'amortissement du rythme observé n’est pas une preuve convaincante contre le
rythme endogéne ou pour le rythme exogene » (Aschoff, 1960).

Nos résultats des expériences de photopériode continue peuvent s’expliquer par deux modéles de
régulation des rythmes des horloges endogenes. Il y a d’un coté le modele du sablier (ou « Hourglass »)
(Queiroz 1979 ; Rensing, Meyer-Grahle & Ruoff, 2001) qui nécessite un unique signal du zeitgeber pour
enclencher un cycle. Si le signal n’est pas renouvelé alors le rythme disparait. En d’autres termes, si
I’horloge endogéne est symbolisée par un sablier et le rythme par le sable qui s’écoule, le zeitgeber
enclenche le retournement du sablier qui entraine I'écoulement du sable jusqu’a épuisement
(Figure_35_A). S’il n’y pas de nouveau signal du zeitgeber pour retourner le sablier, le sable ne s’écoule
pas et il n’y a plus de rythme (Figure_35_B). Un exemple moins trivial issu de Queiroz (1979) prend
comme signal de zeitgeber « le passage jour/nuit qui déclenche le changement de concentration d’un
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effecteur X qui doit atteindre un seuil permettant le démarrage des mécanismes conduisant a
I'induction » du rythme.

l‘-._ — C | sl e rythme est enclenché par le
\ . .

\ y signal du zeitgeber
\\h-_ \'— _

memfl  Pas de signal du zeitgeber,
pas de rythme

Figure 35: Schéma du modele du sablier (« hourlgass »). A) Cas ou le zeitgeber est présent. B) Cas ou le
zeitgeber est absent.

Le second modeéle est celui de la coincidence externe, théorisée par Biinning (in Queiroz 1979). Deux
composantes doivent étre intégrées par I'organisme pour que le rythme se déclenche. Une information
externe issue du zeitgeber et une information interne provenant de I’horloge circadienne (signal
moléculaire a un moment spécifique de la journée). Le rythme s’obtient lorsque les deux signaux
coincident. C’est le cas de la floraison chez Arabidopsis thaliana ou I'expression du géne FKF1 (Flavin-
Binding, Kelch Repeat, F-Box) contrblée par I'horloge circadienne doit coincider avec I'expression de
Gl (Gigantea) pour enclencher une cascade de régulation qui entrainera la floraison (Sawa, Nusinow et
al., 2007). Cette coincidence des deux expressions se déroule lors des jours longs (Figure_36).
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IE Jour court Jour long

Expression des génes
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Coincidence externe :
Déclenchement de la
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Pas de floraison

Figure 36 : Schéma du modeéle de la coincidence externe a travers I'exemple simplifié de la floraison
d’Arabidopsis thaliana. A) Cas ou les journées ont une période lumineuse courte. B) Cas ou les journées ont une
période lumineuse longue. Pour chaque diagramme, il y a en rouge |'expression du gene sous controle de
I’horloge circadienne (FKF1) et en bleu I'expression du gene qui n’est pas régulée par I’horloge circadienne (Gl).
Les abscisses représentent les 24h d’une journée et les ordonnées le taux d’expression des génes. La partie
blanche correspond a la période de lumiere et la partie grisée correspond a la période d’obscurité.

Pour discriminer les deux modeles et la nature endogene ou exogéne du rythme d’émission des
cercaires, il faudrait réaliser une expérience lumiere pulsée (une a deux heures). Pour cela il faudrait
tester, en parallele, plusieurs groupes de mollusques parasités ol chaque groupe recevrait un seul
pulse de lumiere a une heure différente de la journée. Si le rythme d’émission des cercaires
s’enclenche aprés chaque pulse peu importe le groupe (6h aprés le début de la lumiére pour le
chronotype diurne et 12h pour le nocturne), alors le rythme est circadien et suit le modele du sablier.
Si le rythme d’émission se déclenche quand le pulse a été émis a une heure précise et pas dans les
autres, alors le rythme est circadien et suit le modéle de la coincidence externe. Si le rythme n’a pas
été déclenché dans un seul des groupes, alors le rythme est exogéne.

Une complexité supplémentaire a la compréhension du rythme d’émission des cercaires est que I'on
ignore I'échelle du rythme observé. C'est-a-dire si le rythme d’émission des cercaires provient de la
population des cercaires, d’un rythme propre au sporocyste ou d’une action conjointe des deux. La
position d’attente des cercaires matures a l'intérieur des sporocystes en condition de photopériode
continue ne permet pas d’exclure une des hypotheses. Ceci se rajoute au fait, que I'on ignore le
mécanisme exact de sortie des cercaires des sporocystes. Chez S. mansoni, le sporocyste a un pore de
sortie « birth pore » a une de ses extrémités qui s’ouvre et se ferme activement (Théron, 2015). Les
observations histologiques issues de Théron (2015) ont pu mettre en évidence des cercaires qui sortent
par ce pore ; ce qui serait en faveur soit d’'un contréle du sporocyste soit d’'une action conjointe
sporocyste-cercaire. Toutefois, on peut mettre en balance ces observations avec le fait que ce pore n’a
pas été observé chez S. bovis, S. haematobium et S. intercalatum qui appartiennent au groupe des
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ceufs avec éperon terminal (Théron, 2015). L’hypothése explicitée par cet auteur est que les cercaires
de ces trois espéeces sortiraient en déchirant la paroi des sporocystes allant dans le sens d’une action
de la cercaire ou d’une action conjointe cercaires-sporocystes.

Pour conclure, cette premiére partie a permis de poser les bases du phénotype du rythme d’émission
des cercaires pour les deux chronotypes de S. mansoni Oman (Figure_37). En condition de
photopériode équilibrée (L-0O), les deux chronotypes partagent une émission unimodale, ou ni I'espéece
de I’h6te mollusque, nile sexe du parasite n’ont d’influence sur le rythme. Ces observations minimisent
le réle que pourrait avoir I’héte en tant que zeitgeber et vont plutét dans le sens d’une perception
directe de I’environnement par le parasite. Les résultats de chronobiologie pour les deux chronotypes
n’ont pas mis en évidence une nature circadienne pour le rythme d’émission des cercaires. Un rythme
circadien repose sur I'entrainabilité du rythme aux variations de zeitgeber, la constance du rythme et
la compensation du rythme face a des changements de température. Si nos résultats montrent que les
deux chronotypes s’adaptent a la variation du zeitgeber (directement ou indirectement), il n’y a pas
de constance du rythme en condition continue (L-L ou 0-0). Toutefois, le rythme est retrouvé dés le
retour de la photopériode équilibrée. La derniére caractéristique qui pourrait trancher est la
compensation du rythme face a la température mais elle n’a pas été testée dans cette these. Pour
répondre a ce point, il faudrait observer l'influence de la température sur le rythme. C'est-a-dire
regarder si le rythme d’émission des cercaires reste inchangé quand le mollusque est par exemple a
20°C, 26°C (condition contrdole) ou 30°C en photopériode équilibrée (L-O). D’autres expériences de
chronobiologie peuvent étre faites pour aiguiller la compréhension moléculaire du phénomeéne en
nous interrogeant sur la perception du signal lumineux par le parasite. Dans I’environnement, les
parasites ont acces a I’ensemble du spectre lumineux, or un photorécepteur capte une gamme précise
du spectre lumineux. Pour déterminer quelle est la nature des photorécepteurs impliqués, il serait
intéressant de remplacer la lumiére blanche par une lumiere colorée (rouge, bleue ou verte). Les
photorécepteurs qui absorbent la lumiére dans le rouge (type phytochrome) peuvent déja étre
éliminés de I'expérimentation ; en effet, |'utilisation de la lumiére pour nous éclairer lors des transferts
de mollusques dans I'obscurité ne perturbe pas le rythme d’émission des cercaires.
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Figure 37 : Résumé des principaux résultats de la premiére partie.
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Partie II : Déterminants moléculaires du rythme d’émission des cercaires
chez Schistosoma mansoni

Le caractére gonochorique des schistosomes permet de réaliser diverses expériences de croisements
intra et interspécifiques. Ainsi, le déterminisme génétique du rythme d’émission des cercaires chez les
schistosomes, et plus particulierement chez S. mansoni, (Théron & Combes, 1983 ; Théron & Combes,
1988 ; Théron, 1989) a pu étre démontré. Cette deuxieme partie de thése a pour objectif d’identifier
les déterminants moléculaires du rythme d’émission des cercaires. Cet objectif se réalisera autour de
trois approches complémentaires qui sont la génétique, I'épigénétique et la transcriptomique.
L'intérét de cette transversalité peut se comprendre au travers d’un exemple musical (Figure_38).
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Figure 38 : Paralléele entre la partition musicale et I'approche moléculaire tri-disciplinaire (Génétique,
Epigénétique et Transcriptomique). Explication ci-dessous.
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Si un morceau de musique symbolise le phénotype, la partition musicale représente I’ADN ou sont
présentes toutes les informations nécessaires pour jouer le morceau de musique. Les portées
représentent I’ADN double brin et les notes de musique les genes. Toutes les annotations autour des
portées qui indiquent les nuances a apporter a I'interprétation musicale, sans pour autant modifier
I’ordre des notes, correspondent aux marques épigénétiques (méthylation de ’ADN dans I’exemple).
Enfin, la transcriptomique est représentée par la mélodie jouée, qui dépend de la facon dont la
partition est retranscrite, en prenant en compte ou non les annotations. Pour comprendre les subtilités
de la musique, il est donc essentiel de ne pas uniquement s’intéresser aux notes (génes) mais aussi de
prendre en compte toutes les nuances de jeu apportées par les annotations (épigénétique) et les choix
qui sont faits lors de I'interprétation de la partition (transcriptomique).

Le premier chapitre se concentrera sur I'aspect génétique avec la technique de linkage mapping pour
identifier les génes responsables du phénotype du rythme d’émission cercarienne.

Le deuxieme chapitre portera sur I'étude des marqueurs moléculaires rythmiques avec une approche
épigénétique et une approche transcriptomique partageant la méme expérience d’échantillonnage
biologique. L'épigénétique sera abordée au travers de la technique de ChIPmentation et la
transcriptomique au travers de la technique de RNA-seq. Dans les deux cas, le but sera de déterminer
s’il y a un rythme d’acétylation et méthylation des histones/expression des génes pour mettre en
lumiére d’autres potentiels geénes candidats. Enfin, I'approche transcriptomique permettra de faire le
lien entre les différentes approches moléculaires et d’affiner la liste des genes candidats.

II.1. : Linkage mapping

De fagon générale, la génétique étudie la transmission de caractéres héréditaires. Ces caracteres
héréditaires reposent sur I’ADN et plus particulierement sur les génes. L'étude d’un phénotype a
travers le prisme génétique consiste donc a s’intéresser aux genes et a la facon dont ils sont transmis
aux générations suivantes. L’ADN est regroupé en chromosomes et chaque chromosome est présent
en deux exemplaires, chaque exemplaire provenant de I'un des deux parents dans le cas d’une
reproduction sexuée (méiose). Cette paire de chromosomes contient les mémes genes mais pas
forcément les mémes versions, on parle alors d’alleles pour les différentes versions d’un méme gene
présentes sur des chromosomes homologues. Le génotype est alors la combinaison des deux alléles
d’un méme gene dont I'expression va produire un phénotype. Pour un géne donné, un individu qui
porte deux alléles identiques est appelé homozygote. Si les deux alléles sont différents, I'individu est
alors hétérozygote. L'expression du génotype dépend de I'interaction entre les alléles. On parle d’alléle
dominant si la présence d’un seul exemplaire est suffisante pour s’exprimer et il est a I'inverse récessif
si la présence des deux exemplaires est nécessaire a son expression.

Le rythme d’émission des cercaires est un caractére héritable chez les schistosomes. Il a été prouvé
chez S. mansoni au travers de croisements intraspécifiques et interspécifiques.

- Lors du croisement intraspécifique entre S. mansoni Guadeloupe (chronotype précoce) et S.
mansoni Brésil (chronotype tardif) (Théron & Combes, 1983), les progénitures présentent un
profil d’émission bimodal équilibré entre les pics précoce et tardif parentaux, ce qui illustre la
codominance des genes responsables du rythme de I'’émission des cercaires pour les deux
chronotypes.

- Le croisement intraspécifique entre les chronotypes précoce et tardif de S. mansoni
Guadeloupe (Théron & Combes, 1988), donne des progénitures avec un profil unimodal au
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milieu des deux pics parentaux, ce qui indique que les deux chronotypes sont dus a une
variation allélique du méme géne. Par contre, I'utilisation du chronotype tardif d’'une autre
souche (Brésil) a montré que les deux chronotypes sont dus a deux genes différents (Théron
& Combes, 1988).

- Lecroisement interspécifique entre S. mansoni Guadeloupe précoce et S. rodhaini (nocturne)
(Théron, 1989) donne des progénitures avec un profil bimodal des deux pics parentaux, dont
le pic le plus important correspond au chronotype précoce.

- Alinverse, le croisement interspécifique entre S. mansoni Guadeloupe tardif et S. rodhaini
(nocturne) (Théron, 1989) donne des progénitures avec un profil bimodal des deux pics
parentaux, dont le pic le plus important correspond au chronotype nocturne. Ceci suggére
gue le rythme d’émission des cercaires est polygénique (Théron, 1989).

Ce déterminisme génétique du rythme d’émission des cercaires, couplé a la facilité de croiser les
espéces grace a leur caractére gonochorique ainsi que la bonne qualité d’assemblage du génome de S.
mansonij version 7 sont les conditions idéales pour faire du linkage mapping (Anderson, LoVerde et al.,
2018). Le linkage mapping, et plus particulierement la technique de QTL (Quantitative Trait Loci)
mapping, est le fait d’expliquer la variation phénotypique d’une population par sa variation
génotypique (Broman & Sen, 2009). Cette technique permet donc de détecter des QTLs qui
contribuent a la variation d’un trait quantitatif (phénotype). L'identification de ces loci se fait grace a
des expériences de deux croisements consécutifs (rétrocroisement ou croisement test). Le
rétrocroisement ou « back-cross » est le croisement entre un individu progéniture F1 et un de ses
parents FO (Figure_39_A), il permet de détecter les QTL pour un caractére récessif. Le croisement test
ou « intercross » est le croisement entre deux progénitures F1, il permet de détecter les QTLs pour un
caractére dominant (Figure_39_B).

[2]

Rétrocroisement Croisement test
(Backcross) (Intercross)
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Figure 39 : Schéma de la ségrégation de chromosomes autosomiques dans le cas d’un rétrocroisement et d’'un
croisement test. (Figure modifiée a partir de Broman & Sen (2009)). A et B sont deux souches aux phénotypes
distincts dont les chromosomes sont respectivement représentés en bleu et rouge A) Rétrocroisement : Le

phénotype étudié est récessif chez la souche A. B) Croisement test : Le phénotype étudié est dominant chez la
souche A et/ou la souche B.
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Dans les deux cas, le croisement initial, dit FO, s’opére entre deux individus homozygotes aux
phénotypes distincts (ex : les chronotypes diurne et nocturne) (Figure_39). Ce croisement FO donne
une génération F1 hétérozygote qui a un génotype a 50% maternel et a 50% paternel. Le troisieme
croisement donnera soit une génération Backcross BC, soit une génération F2 (en fonction du type de
croisement) ou les individus de cette troisieme génération présentent une mosaique de variation de
pourcentage des génotypes parentaux due a la recombinaison lors de la méiose (Figure_39). La
détection des QTLs se fait sur cette troisieme génération (F2 ou BC) au travers d’une régression
statistique entre la variation génotypique de chaque individu F2 et la variation de leur phénotype. Plus
le nombre d’individus F2 est grand, meilleure est la précision de la détection.

L’objectif de ce chapitre est de déterminer quels sont les loci impliqués dans le rythme d’émission des
cercaires chez Schistosoma mansoni. Le rythme d’émission des cercaires étant un caractére co-
dominant entre les différents chronotypes, deux croisements tests ont été réalisés pour répondre a
cet objectif : un croisement test (intercross) intraspécifique entre les deux chronotypes (diurne et
nocturne) de S. mansoni et un autre croisement test (intercross) interspécifique entre le chronotype
diurne de S. mansoni Oman et un schistosome nocturne S. rodhaini. L'intérét de ce second croisement
est de voir si les loci impliqués dans le rythme d’émission du chronotype nocturne de S. mansoni sont
les mémes que ceux de S. rodhaini.

Le premier point de ce chapitre sera consacré a une présentation de la méthode utilisée, le second
point présentera les résultats du QTL mapping pour le croisement intraspécifique et le troisieme point
pour le croisement interspécifique.

[1.1.1. Méthode du linkage QTL mapping

La méthode de QTL mapping se divise en quatre grandes étapes, les croisements et les phénotypages,
la préparation moléculaire des échantillons, le génotypage et enfin la détection des QTLs. Ces
expériences sont issues d’'une collaboration avec I'équipe de Tim Anderson du Texas Biomedical
Research Institute. Les croisements et le phénotypage sont réalisés a Perpignan tandis que la
préparation moléculaire et le génotypage sont faits a San Antonio. L'analyse QTL est faite entre les
deux sites.

Les croisements consistent a générer, phénotyper et échantillonner les générations FO, F1 et F2. La
production des parasites a été détaillée dans les méthodes de I'entretien du cycle ; ils sont obtenus a
partir d’une infestation mono-miracidiale de B. pfeifferi. Chaque mollusque contient le génome d’un
seul individu parasite. Pour la génération FO et F1, une étape supplémentaire de sexage a été faite
pour faire les croisements (cf 4. Méthode du sexage des parasites au stade cercaire). Le phénotype
utilisé dans nos expériences est la moyenne du pourcentage de cercaires nocturnes (trait quantitatif).
Le phénotypage se fait au travers d’une expérience de chronobiologie de trois jours consécutifs en
photopériode équilibrée (L-O 12-12) (cf 3. Méthode de chronobiologie de I'émission cercarienne). Afin
d’éviter tout biais sexuel dans les résultats, les croisements et leurs réciproques sont réalisés a chaque
expérience.

La préparation moléculaire se répartit entre I'extraction de I’ADN, la préparation des banques et le
séquencage. Pour le cas du croisement intraspécifique, seul les exomes (partie exprimée des génes)
générés a partir de vers adultes conservés dans I'alcool a 90° ont été utilisés pour générer les banques
(Whole Exome Sequencing). Pour le croisement interspécifique, tout le génome, généré a partir de
cercaires plongées dans l'azote liquide et conservées a -80°C, a été utilisé (Whole Genome
Sequencing). Pour éviter un effet de lot (batch effect), I'extraction d’ADN des échantillons a été réalisée
dans un ordre aléatoire généré par ARTS (Automated Randomization of multiple Traits for Study
design) (Maienschein-Cline, Lei et al., 2014).
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Le génotypage consiste dans un premier temps a faire des alignements contre la version 7 du génome
de S. mansoni. On crée un fichier VCF (Variant Call file) qui répertorie les variations des séquences
génétiques, et plus particulierement dans notre cas les SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Grace
a VCFtool, on sélectionne les SNPs qui ont une ségrégation de type mendélienne c’est-a-dire une
répartition dans la F2 de ~25% homozygotes pour le parent FO diurne (DD) , ~25% homozygotes pour
le parent FO nocturne (NN) et ~50% hétérozygotes (DN et ND). On crée ensuite un fichier génotype
(csvs) qui contient tous les individus F2, avec, pour chague marqueur sélectionné, la position du
marqueur et le génotype correspondant (DD, NN ou ND/DN) ou NA quand il est impossible de statuer.
Pour I'analyse QTL, seuls les échantillons dont le génotype contient moins de 20% de données
mangquantes (NA) sont utilisés.

La détection des QTLs se fait avec la version 1.47-9 de R/qtl (Broman & Sen 2009). Elle se divise en
plusieurs étapes, la vérification de la distribution des phénotypes, la vérification des marqueurs
génotypiques, I'analyse QTL et la détermination de la transmission allélique (Figure_40). La vérification
des phénotypes consiste a tester la normalité des échantillons pour déterminer quel modéle utiliser.
La vérification des marqueurs génotypiques consiste a repérer les potentielles erreurs. L'analyse QTL
consiste a scanner la présence d’un ou de plusieurs QTLs en déterminant un LOD score QTL (logarithm
of odds). Pour cela, un seuil de détection avec un risque de 5% est déterminé avec 1000 permutations.
Si plusieurs QTLs sont détectés (supérieur au seuil), il faut alors déterminer le type d’interaction qu’il
y a entre eux (épistasie ou effet additif). Enfin, la détermination de la transmission allélique sert a
comprendre comment les alleles parentaux FO diurne et nocturne interagissent (dominance,
récessivité). Cela se fait en regardant la répartition des génotypes (DD, ND/DN et NN) en fonction de
la distribution du phénotype pour le marqueur QTL qui a le LOD score le plus haut. Si les répartitions
des génotypes sont significativement différentes entre les trois groupes (DD, ND/DN et NN), les alleles
parentaux D et N sont co-dominants. Si un groupe homozygote (ex : NN) est significativement différent
des deux autres (DD et DN/ND) et que ces derniers ne sont pas significativement différents entre eux,
alors I'allele N est récessif et I'allele D est dominant.
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Fichier des phénotypes Fichier des génotypes
Vérification de la distribution des Vérification des marqueurs
phénotypes génotypiques
—@ plotPheno —@ geno.table
—@ est.rf
—@ shapiro.test @ checkAlleles

—@ calc.errorlod

Analyse QTL

calc.genoprob
..... _. scanone = |iste des génes candidats

scantwo (si plusieurs QTLs détectés avec scanone)

—@ makeqtl
— fitqtl

Transmission allélique
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Figure 40 : Schéma de 'analyse QTL avec les fonctions utilisées dans R/qtl. Détail des fonctions (Broman & Sen
2009) : PlotPheno affiche le graphique des phénotypes et shapiro.test évalue la normalité des données.
Geno.table crée une table des génotypes pour chaque marqueur et permet de déterminer si la répartition des
marqueurs suit une ségrégation mendélienne. Est.rf estime la fraction de recombinaison par paire entre les
marqueurs. checkAllele identifie les marqueurs avec des alléles potentiellement inversés. calc.errorlod calcule
les LOD score des erreurs de génotypage. Calc.genoprob calcule les probabilités des génotypes conditionnels.
Scanone analyse le génome avec un modele de QTL unique. Scantwo fait une analyse bidimensionnelle du
génome avec un modele a deux QTLs et permet d’identifier la nature des interactions quand plusieurs QTLs sont
détectés. Makeqtl crée un objet QTL pour utiliser la fonction fitgt/ qui fait une analyse multidimensionnelle du
génome. Fitqt! détermine ainsi le pourcentage de variation phénotypique expliquée par le QTL. Effectplot trace
les moyennes phénotypiques de groupes de génotype définis par un marqueur QTL. p/otPXG a la méme fonction
que Effectplot mais génere a la place un dot plot.
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II.1.2. Croisement intraspécifique : Schistosoma mansoni diurne X
Schistosoma mansoni nocturne

Les croisements Schistosoma mansoni diurne avec S. mansoni nocturne ont été réalisés avant cette
thése. Les croisements et le phénotypage ont été réalisés par Hélene Moné et Gabriel Mouahid. La
préparation moléculaire des échantillons jusqu’a I’analyse a été réalisée par I'’équipe de Tim Anderson
(Texas Biomedical Research Institute). Les premieres analyses QTL ont été réalisées en utilisant la
version 5 du génome de S. mansoni (Protasio, Tsai et al., 2012). Une nouvelle analyse QTL a été réalisée
par Frédéric Chevalier (Texas Biomedical Research Institute) avec la version 7 du génome de S. mansoni
(GCA_000237925.3). Ce sont les résultats de cette nouvelle analyse et plus particulierement la
nouvelle liste de génes qui vont étre présentés ci-dessous.

11.1.2.1. Protocole

Les parasites FO utilisés pour ce croisement sont les chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni
(Oman). Les hotes intermédiaires mollusques sont des Biomphalaria pfeifferi originaires de la région
du Dhofar a Oman. Les croisements réciproques se nomment croisement A (FO méale S. mansoni diurne
X FO femelle S. mansoni nocturne) et croisement B (FO male S. mansoni nocturne X FO femelle S.
mansoni diurne). Pour cette nouvelle analyse, les individus F2 des croisements A et B ont été utilisés
en une seule analyse QTL.

11.1.2.2. Présentation des phénotypes
11.1.2.2.1. Les phénotypes FO

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_41 et le
Tableau_24. Pour S. mansoni diurne, 18 profils ont émis plus de 20 cercaires et 15 profils ont émis plus
de 20 cercaires pour le chronotype nocturne.

S. mansoni (diurne) S. mansoni (nocturne)

50 4
ag

30 A

Moyenne de la production {%2ES)

Moyenne de |a production (%+ES)

Heures Heures

Figure 41 : Chronobiologie des chronotypes diurne (orange) et nocturne (violet) de S. mansoni pour
I'expérience de QTL mapping. Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires
émises + écart standard. L’axe des abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et
finissant a 6h, fin de la nuit. L'arriere-plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de
I'obscurité a 18h.
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Tableau 24 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les
parasites diurne et nocturne de S. mansoni pour I'’expérience de QTL mapping

Moyenne + ES Test de Wilcoxon-
. Variations individuelles Mann-Whitney
Parametres T -
S. mansoni diurne S. mansoni nocturne
(FO) (FO)
Effectif 18 15
Photopériode L-O L-O
. 1 1
Nombre de pics 1 1
. 11-12h 19-20h
Heure du pic 10-11h 3 12-13h 19-20h 7
e 4,4+0,2 4,240, ~ ~
Plage d’émission (h) 347 346 W =148,p=0,6
s 95,1+0,8 95,4+1,1
0, ’ ’ ’ ’ - -
Intensité de la plage (%) 88,2399,1 86,6 3 100 W =106, p = 0,3
- +0,310,2 +1£0,3 _ _
Asymétrie 158419 16a+21 W=77,p=0,04
. -0,9 +0,6 (N=17) +2 0,7 (N=12) ~ ~
Aplatissement 598+3,8 416+45 W =35, p = 0,002
. . 0,210,1 97,21
0, 7 7 7 = = -
Cercaires la nuit (%) 00316 87,76 100 W =0, p = 3,2e-07
Nombre total de + +
: 202,1\ 28,9 144 : 20,8 W =177, p=0,1
cercaires 554497 75a 328

Le chronotype diurne a une émission unimodale dont I'heure du pic moyen est a 11-12h. La plage
horaire moyenne d’émission est d’environ 4h avec une intensité de 95%. La plage d’émission moyenne
est symétrique avec une distribution aplatie. Il n’y a quasiment pas d’émission de cercaires nocturne.

Le chronotype nocturne a une émission unimodale dont I’'heure du pic moyen est a 19-20h. La plage
horaire moyenne d’émission est d’environ 4h avec une intensité de 95%. La plage d’émission moyenne
a une asymeétrie sur la droite avec une distribution centrée. L’émission nocturne est majoritaire avec
en moyenne 97,2% des cercaires émises la nuit.

Les comparaisons sont présentées dans le Tableau_24. Les profils moyens des deux chronotypes se
différencient par I’heure du pic (11-12h pour les diurnes et 19-20h pour les nocturnes), le pourcentage
de cercaires émises la nuit (0% pour les diurnes et 98% pour les nocturnes ; p<0,01) et le coefficient
d’aplatissement (-0,9 pour les diurnes et +2 pour les nocturnes ; p<0,01). La plage d’émission du
chronotype nocturne est plus centrée autour de I’heure du pic que le chronotype diurne. Les deux
chronotypes partagent la présence d’un seul pic. De plus, les plages d’émission, I'intensité d’émission,
leurs coefficients d’asymétrie et le nombre total de cercaires ne sont pas significativement différents
entre les diurnes et les nocturnes (p>0,01).

11.1.2.2.2. Le croisement A (Figure_42)

Le croisement intraspécifique A est un croisement entre un male FO S. mansoni diurne et une femelle
FO S. mansoni nocturne. La génération F1 issue de ce croisement a un profil bimodal, avec un pic
principal vers 13-14h et un pic secondaire vers 19-20h. Le pourcentage de cercaires nocturne moyen
est de 23,57%. La génération F2, issue du croisement entre un male F1 et une femelle F1, contient 113
individus. Le pourcentage de cercaires nocturne moyen est de 24,29% avec des valeurs individuelles
allant de 0% a 87,99%. La répartition des profils de chronobiologie de la F2 est de 25,7% ressemblant
a la FO diurne (1ére ligne des F2 ; Figure_42), 13,3% ressemblant a la FO nocturne (derniere ligne des
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F2 ; Figure_42) et 61,1% hybride ou inclassable (les 2¢™ et 3°™ |ignes des F2 ; Figure_42). L’ensemble

des profils F2 sont a retrouver en Annexe 3.
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Figure 42 : Chronobiologie du croisement A intraspécifique, avec FO diurne (orange), FO nocturne (violet) et

une sélection d’individus F2 hybrides (vert).
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Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises + écart standard ; au-
dessus de chacun des individus F2 est indiqué le pourcentage total des cercaires émises la nuit. L'axe des
abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit. L’arriere-
plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h. Les individus F2 sont une
sélection des divers pourcentages de cercaires nocturnes. lls sont classés du plus faible pourcentage de cercaires
nocturne au plus élevé. La premiere ligne des F2 représente une sélection d’individus proche du phénotype FO
diurne. Les 2™ et 3®™¢ [ignes représentent une sélection d’individus au phénotype hybride. La 4¢™ ligne
représente une sélection d’individus proches du phénotype FO nocturne.

11.1.2.2.3. Le croisement B (Figure_43)

Le croisement intraspécifique B est un croisement entre un male FO S. mansoni nocturne et une femelle
FO S. mansoni diurne. La génération F1 issue de ce croisement a un profil bimodal, avec un pic principal
vers 13-14h et un pic secondaire vers 18-19h. Le pourcentage de cercaires nocturne moyen est de
14,13%. La génération F2, issue du croisement entre un male et une femelle F1, contient 102 individus.
Le pourcentage de cercaires nocturne moyen est de 26,36% avec des valeurs individuelles allant de 0%
3 90,16%. La répartition des profils de chronobiologie de la F2 est de 24,5% ressemblant a la FO diurne
(1ére ligne des F2 ; Figure_43), 14,7% ressemblant a la FO nocturne (derniére ligne des F2 ; Figure_43)
et 60,8% hybride ou inclassable (les 26™ et 3™ lignes des F2 ; Figure_43). L’ensemble des profils F2
sont a retrouver en Annexe 3.

86



FO

bE PE b E e
- Fop e e T4 T4
F) £ - e €cle _ Zee 7z1E
5 Y42 —_ . S — EL-8T m — o BLEL S BrEr R |u AL-8T
5 i = e A gUst s g arst o ! ar-gr
T EoEE m | E2°TC _.3 ETET ~N ETLT ) cIET R ) ETET
m e, & e, 06 06 o6 or 6
e - - S ]
jo BL-81 .wu. @ Lr GL-EL g i £-0 i ;9
: PR = e @ < c
g T 5 e g 8 ° g & ° g 8 © g g ©
] il > STHT - - - -
g ETZT < -
g o = £1721 b e e .
o ...m : [ 1101 T+ ¥ T ¥
m ,_w o [ 68 [t vl zZ-1e flal il u ftund v
i [ 5 S — BIEL 52 e + G151 5 BBl & — AT-85T
E8338° a0 00 oo S | A = ar-5T o ] R A ar-st
— [ =T S ] o o s = e - C
. . o . . ETZt g 0 | ETTT A ETTT
uolprnpodde| ap auuano, e -
(s3¥m) unipnp |ap ] [s3¥ij uoipnpoad e ap auuadoly L6 o6 , OT6 o6
L9 £-0 L9 £-9
g & g & - g a - 5 & °
T4 T+ T 147
T2 [y v - Nw ﬁ.m. . [ v
w0 ||A GI-GL 5 68T N BLET & GL-81
- ) B ar-Gl m gUst ? ar-G1
- L R S I ezr R~ ETTT
T G e S — 0T-6 oT-6 01-6 TG
g - o (6 -0 i i9
5 [
.m T . THE & & ° 5 & - g8 & 7 S
c crar 2 forvrd
— 13-
[+1} = TE-0E
= e E e e b vE 3
E L8t & - T4 T4 T+ T+
m LT°9T T .m {191 ¢ Frara b vt [ i
2 1 = T i E el or
g STbT H I SLT n (T -] 1 — AT-5T R — L BL-HT
E LT b et £ oSt iR oSt 0 as S aT-5T
w TT-0r -0t ETET " ETET hE ETEL A ETET
et 68 68 06 | or6 | oT6 I 016
L9 i i £-9 £-9 £
o o e oo o o oo oo o o o o s o o 2 2 = 2 e o
g ® ® T S @ B 4 o ERET g " = = A
[g¥w) uoipnpoide) ap auuaiop [AFwuoipnpoide| ap auuaiop

Partie Il : Linkage mapping

87

Figure_43 : Chronobiologie du croisement B intraspécifique, avec FO diurne (orange), FO nocturne (violet), F1

et une sélection d’individus F2 hybrides (vert).
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Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises * écart standard ; au-
dessus de chacun des individus F2 est indiqué le pourcentage total des cercaires émises la nuit. L’axe des
abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit. L’arriere-
plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h. Les individus F2 sont une
sélection des divers pourcentages de cercaires nocturnes. lls sont classés du plus faible pourcentage de cercaires
nocturne au plus élevé. La premiére ligne des F2 représente une sélection d’individus proches du phénotype FO
diurne. Les 2eme et 3éme lignes représentent une sélection d’individus au phénotype hybride. La 4eme ligne
représente une sélection d’individus proches du phénotype FO nocturne.

Il n’y a pas de différence significative entre les profils d’émission des générations F1 des croisements
intraspécifiques A et B. De plus, le pourcentage de cercaires nocturne moyen n’est pas
significativement différent entre les générations F1 et F2 des deux croisements intraspécifiques (p>
0,01). Ces résultats sont en accord avec ceux de la premiére partie qui montraient que le sexe, et donc
ici le sens du croisement, n’a pas d’influence sur le rythme d’émission des cercaires.

11.1.2.3. QTL mapping

Cette nouvelle analyse QTL a été réalisée en utilisant conjointement les individus F2 des croisements
A et B. La préparation moléculaire des échantillons s’est faite en récupérant uniguement I'exome. Le
phénotype utilisé est la moyenne du pourcentage de cercaires nocturne. Elle a été réalisée avec
I"algorithme EM (Expectation Maximisation pour maximisation de I'espérance) de la fonction scanone
du package R/qtl avec un seuil de détection a 5% déterminé avec 1000 permutations. Cette nouvelle
analyse révele 3 QTLs sur les chromosomes 1, 5 et 6 (Figure_44), c’est-a-dire les chromosomes qui ont
un LOD score supérieur au seuil fixé a 5% (ligne pointillée).

LOD score

MMMM

T T T
3 4 5 6 7 z
Chromosome

Figure_44 : LOD score pour les croisements intraspécifiques de Schistosoma mansoni obtenu avec I'algorithme
EM (Espérance-Maximisation) de la fonction scanone. En abscisse, les chromosomes, et en ordonnée les LOD
scores. Les LOD score significatifs sont ceux qui sont supérieurs au seuil de 5% symbolisé par la ligne en pointillé
bleue. Les chromosomes impairs sont grisés.
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Ces 3 QTLs sont additifs et expliquent 28% de la variation phénotypique. La transmission allélique pour
les QTLs sur les chromosomes 1, 5 et 6 est illustrée en Figure_45. Pour le QTL du chromosome 1, les
trois génotypes sont significativement différents les uns des autres (p<0,01), indiquant que les alleles
D (Diurne) et N (Nocturne) sont codominants. Pour les QTLs sur les chromosomes 5 et 6, la moyenne
du pourcentage de cercaires nocturne n’est pas significativement différente entre les individus avec
un génotype homozygote diurne (DD) et un génotype hétérozygote (ND/DN) (p>0,01). Seul le groupe
homozygote nocturne (NN) a une moyenne de cercaires nocturne significativement plus élevée que
les deux autres génotypes. Ceci indique que l'allele N (nocturne) est récessif par rapport a l'alléle D
(diurne). En effet, il faut deux alléles N pour que la moyenne de cercaires nocturne soit plus élevée.
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Figure_45 : Transmission allélique pour les QTLs identifiés pour le croisement intraspécifique entre les deux
chronotypes de Schistosoma mansoni. En abscisse, les génotypes homozygotes diurnes (DD) en blanc,
hétérozygotes (DN) en gris et homozygotes nocturne (NN) en noir. En ordonnée, le pourcentage des cercaires
émises la nuit. Les lettres « a », « b » et « ¢ » désignent les p-values significativement différentes. Ainsi, s’il y a
« a, b et c » les trois génotypes sont significativement différents. S’il y a uniquement « a » et « b », alors un seul
génotype est significativement différent des deux autres. Pour le chromosome 1, les trois génotypes sont
significativement différents les uns des autres (p<0,01). Pour les chromosomes 5 et 6, seul le génotype
homozygote nocturne (NN) est significativement différent des deux autres génotypes (p<0,01). Les
hétérozygotes DN regroupent les génotypes DN et ND.

11.L1.2.4. Genes candidats

Pour ces 3 QTLs, 462 génes ont été identifiés dans le chromosome 1, 63 génes dans le chromosome 5
et 169 geénes dans le chromosome 6 (liste des génes en Annexe 4). Ces génes ont été annotés dans la
version WBPS16 du génome de Schistosoma mansoni (annotation GFF) (Howe, Bolt et al., 2016 ; Howe,
Bolt et al., 2017). Pour compléter I'annotation officielle sur ces genes, une annotation HHsearch a été
réalisée (Le Clec’h, Chevalier et al., 2021). Elle est basée sur la génération de modeéles Hidden Markov
(HMM Hidden Markow model) a partir d’'un alignement multiple des séquences et de la comparaison
des modeles HMM pour reconnaitre des protéines homologues (Steinegger, Meier et al., 2019).
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Une premiere analyse basée sur les annotations génomiques et les résultats HHsearch a été réalisée
pour faire une sélection subjective basée sur les génes de I'horloge (rythme circadien), les génes
impliqués dans la phototransduction (détection de la photopériode) et les génes impliqués dans
I'acétylation et la méthylation des histones (pour trouver un lien avec les travaux en épigénétique).

Pour discerner les implications fonctionnelles et les génes candidats, deux analyses d’enrichissement
GO (Gene Ontology) et Kegg pathway ont été réalisées. L’enrichissement GO a été fait avec Blast2GO
version 5.2 en utilisant le Fisher's Exact Test (p<0,05). L'analyse d’enrichissement Kegg pathway a été
faite sur le serveur KAAS en utilisant le programme Blast avec la méthode SBH (Single-directional Best
Hit).

11.L1.2.4.1. Les genes de I’horloge et le domaine Basic Helix-Loop-Helix

Parmi les 694 génes QTLs, il n’y a aucun gene canonique de I’horloge. Toutefois, on retrouve 5 génes
qui présentent un domaine BHLH (Basic Helix-Loop-Helix) pour hélice-boucle-hélice basique. Ce
domaine est présent dans les geénes canoniques de I’'horloge comme CLOCK, BMAL1 et PER-1 et permet
la liaison a I’ADN et plus particulierement aux E-box (enhancer box) important dans leur réle de facteur
de transcription (Delauney & Laudet, 1998). Toutefois, I'annotation génomique de ces 5 génes
(Tableau_25) définit ce domaine comme étant de type Myc, ol Myc est un facteur de transcription
proto-oncogéne qui recrute des histones acétyltransférases. Si I'on s’intéresse aux annotations
HHsearch, on trouve une ARNT (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like), le pendant non
circadien de BALM1, mais aussi le facteur de transcription SREBP-1a (Sterol Regulatory Element-
Binding Proteins 1) et le facteur de transcription HES-1 (hairy and enhancer of split-1). Chez la souris,
I’expression du géne SREBP est sous le contréle de I’horloge circadienne (Matsumoto, Ishihare et al.,
2010). Enfin, HES-1 est impliqué dans la différenciation et la prolifération cellulaire dans
I’embryogéneése. Ce dernier géne est un oscillateur moléculaire avec une période de 2h, dont sa propre
protéine va inhiber son expression (Kageyama, Ohtsuka & Kobayashi, 2007).

Tableau 25 : Liste des genes QTLs avec un motif BHLH (Basic Helix Loop Helix)

Identifiant Annotation Annotation

(ID) du gene | GFF HHsearch

Myc proto-oncogene protein {Human
(Homo sapiens) [Taxld: 9606]}

Aryl hydrocarbon receptor nuclear

Intérét | Chr.

Smp_132810

Smp_132800 | Myc-type, Basic

Motif 1 Helix-Loop-Helix translocator-like
BHLH Smp_019460 | (BHLH) domain SREBP-1a {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
Smp_132790 Transcription factor HES-1
Smp_343020 DNA-binding protein inhibitor ID-1

Chr. : chromosome

11.1.2.4.2. Les rhodopsines et autres génes impliqués dans la phototransduction

On retrouve aussi, comme génes remarquables, une rhodopsine (Smp_146470) et 16 autres génes
rhodopsine-like (Tableau_26). La rhodopsine est un photorécepteur impliqué dans la
phototransduction rétinienne (Chabre, 1998). La phototransduction est la conversion d’un signal
lumineux en signal compréhensible par le systéme nerveux.
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Tableau 26 : Liste des génes QTLs rhodospine et rhodospine_like

Intérét Chr. Identifiant Annotation Annotation
(ID) du gene | GFF HHsearch

Rhodopsine 1 Smp_146470 | NA Rhodopsin
Smp_180140 P2Y purinoceptor 1, Rubredoxin
Smp_316850 C-C chemokine receptor type 2
Smp_204580 | G protein- Neurotensin receptor type 1, Neurotensin
Smp_118040 | coupled Chimera of Proteinase-activated receptor 1
Smp_137320 | receptor, Srg
Smp_027940 | rhodopsin-like | ADENOSINE RECEPTOR A2A
Smp_137310 7TM_GPCR_Srw
Smp_137300 7TM_GPCR_Srw

Rhodopsine- | | Smp_319310 | NA 7TM_GPCR_Srab

like Smp_178420 | GPCR, ADENOSINE RECEPTOR A2A

rhodopsin-like, | Neurotensin receptor type
Smp_132730 | or 1,Endolysin,NEUROTENSIN RECEPTOR
Smp_127310 Chimera of Proteinase-activated receptor 1
Smp_ 140250 G protein- Platelet—activating.factor
coupled receptor,Flavodoxin

Smp_193610 | receptor, Lysozyme C (E.C.3.2.1.17)
Smp_126730 | rhodopsin-like | 7tm_1
Smp_007070 M3-mTA4L, Tiotropium

Chr. : chromosome

Un schéma de la transmission, de I'amplification
phototransduction avec la rhodopsine est présenté en Figure _46. Une cellule photoréceptrice
rétinienne de type batonnet est composée d’'un segment externe qui contient des disques, d’'un
segment interne qui contient le noyau et les mitochondries et enfin d’'une terminaison synaptique. Les
disques présents dans le cytoplasme du segment externe sont des éléments cellulaires contenant les
photopigments (ici rhodopsine). C'est donc dans les disques que commence la phototransduction.

et de la régulation du signal lors de Ia

De facon simplifiée, quand il fait nuit, les canaux GMPc (Guanine Monophosphate cyclique)
dépendant des cellules photoréceptrices sont ouverts et laissent entrer dans le milieu
cellulaire des ions Na+ et Ca%+. En paralléle, d’autres canaux laissent sortir des ions K+, ce qui
entraine un état dépolarisé de la cellule photoréceptrice. Cette dépolarisation de la cellule
entraine alors la libération de neurotransmetteur dans les synapses (glutamate).

A la lumiére, la rhodopsine (photorécepteur) est activée. La rhodopsine activée catalyse
I'activation par le GTP de la transducine (protéine G). L’activation de cette protéine
hétérotrimérique (TaGDP-TBy) entraine la séparation des deux sous-unités, avec d’un coté
TaGTP et de l'autre TBy. La forme active de la transducine (TaGTP) active I'enzyme
phosphodiestérase qui hydrolyse les GMPc en 5’-GMP. La concentration en GMPc baisse dans
la cellule photoréceptrice ce qui entraine la fermeture des canaux ioniques GMPc dépendants.
L’arrét de I'entrée des ions Na+ et Ca?+ couplé & |a sortie des ions K+ qui n’est pas perturbée,
entraine une hyperpolarisation de la cellule et ainsi un arrét de la libération des
neurotransmetteurs (glutamate). Cet arrét de I'émission du neurotransmetteur depuis la
cellule photoréceptrice est pergu comme un signal par les autres cellules.
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Figure 46 : Schéma de la phototransduction du signal dans les batonnets rétiniens. A) Une cellule
photoréceptrice compléte (batonnet rétinien) (figure issue du site https://lecerveau.mcgill.ca) B) Disques qui
contiennent les photorécepteurs (Rhodopsine) et la membrane plasmique de la cellule photoréceptrice avec le
détail de la transmission, de I'amplification et de la régulation du signal (figure modifiée a partir de Chabre
(1998)). La membrane des disques est colorée en violet clair et la membrane cytoplasmique de la cellule
photoréceptrice est colorée en violet foncé. Arr : arrestine ; Calmod: calmoduline ; RGS: GTPase activating
protein ; GC: guanylyl cyclase ; GCAP: calciprotéine activatrice de la guanylyl cyclase ; PDEaf : sous-unité
catalytique de la phosphodiestérase ; Py : sous-unité inhibitrice; Phos : phosducine ; Rh* : rhodopsine
photoactivée ; R-K : rhodopsine kinase ; Rv : recoverine ; Ta, TRy : sous-unités de la transducine. C) Terminaison
synaptique de la cellule photoréceptrice a I'obscurité et a la lumieére.

La rhodopsine qui a été activée par la lumiére est ensuite phosphorylée par une rhodopsine
kinase (spécifique sérine/thréonine kinase), ce qui permet a l'arrestine de se fixer a la
rhodopsine phosphorylée. Ce complexe rhodopsine-arrestine met un terme a toute nouvelle
interaction entre la transducine et la rhodopsine.

- Avec le retour de la nuit, un guanylate cyclase va produire du GMPc, ce qui va entrainer une
augmentation de la concentration en GMPc dans le cytoplasme et ainsi I'ouverture des canaux
GMPc dépendant. Cette ouverture des canaux provoque une augmentation du Ca2+ cellulaire
et la capture de la rhodopsine kinase par la recoverine. La recoverine est un inhibiteur de la
rhodopsine kinase qui est calcium-dépendant.

- Lorsque la concentration de Ca2+ est basse (jour), la recoverine devient soluble et reldche la
rhodopsine kinase qui va alors phosphoryler la rhodopsine. A concentration élevée de Ca2+
(obscurité), la recoverine est liée a la membrane du disque et a la rhodopsine kinase
empéchant ainsi la phosphorylation de la rhodopsine. La rhodopsine phosphorylée couplée a
I'arrestine est alors déphosphorylée par une protéine phosphatase 2A (PP2A) et séparée de
I'arrestine. Dans cet état, la rhodopsine est de nouveau préte a étre activée par la lumiére et
a recommencer un cycle de phototransduction. En parallele du phénomene de
déphosphorylation de la rhodopsine, la sous-unité TRy de la transducine est capturée par une
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phosducine et la sous-unité TaGTP est hydrolysée pour devenir TaGDP et reformer la
transducine hétérotrimérique inactive (TaGDP-TBy) préte elle aussi a réenclencher la
transduction du signal.

Parmi tous les acteurs de la phototransduction cités, on retrouve, dans les génes QTL (Tableau_26 et
Tableau_27): la rhodopsine, la protéine G, la phosphodiestérase, la sérine/thréonine kinase,
I'arrestine, la recoverine, la protéine phosphatase 2A (PP2A), la GTPase activating protein et la guanylyl

cyclase.

Tableau 27 : Liste des génes QTLs en lien avec la phototransduction

Intérat Chr. Identifiant Annotation Annotation
(ID) du gene | GFF HHsearch
G-protein alpha subunit, | G-protein alpha subunit
Smp_132750 group Q Galpha7
1 betal-subunit of the signal-
Protéine G Smp_010230 | G-protein, beta subunit transduc.mg G protein
(Transducine) heterotrimer {Cow (Bos
taurus) [Taxld: 9913]}
Guanine nucleotide G-protein alpha subunit
6 Smp_016630 | binding protein (G- Galpha7
protein), alpha subunit
Phospho- Endonuclease/exonucle | 2',5'-phosphodiesterase 12
diestérase Smp_105040 ase/phosphatase (E.C.3.1.4.-,3.1.13.4)
. Beta-adrenergic receptor
Smp_210820 | GPCR kinase kinase 1 (E.C.2.7.11.15)
o . Serine/threonine protein
PR Kinace Smp_068060 | Protein kinase domain kinase TAO2 {Rat (Rattus
(. ’ 1 norvegicus) [Taxld: 10116]}
sérine/ STE20-like serine/threonine-
thréonine Smp_005190 | Protein kinase domain L
Kinase protein kinase, SLK {Human
) (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
I((r.hodospme in ki q . Serine/threonine-protein
inase) Smp_009800 | Protein kinase domain kinase Nek2 {Human (Homo
sapiens) [Taxld: 9606]}
5 Smp_158950 | Protein kinase-like SERINE/THREONINE-PROTEIN
domain superfamily KINASE HASPIN (E.C.2.7.11.1)
Arrestine 1 Smp_126080 | Arrestin Bovine arrestin-2 (full length)
Smp_158980 | EF-hand domain Recoverin {Cow (Bos taurus)
[TaxId: 9913]}
5 Frequenin (neuronal calcium
Smp_158990 | EF-hand domain sensor 1) {Baker's yeast
Recoverine (Saccharomyces cerevisiae)
ot domaine [TaxId: 4932]}
EF-hand 3 Smp_ 156180 | EF-hand domain EUFSS?O { (
. rancalcin {Human (Homo
Smp_ 136640 | EF-hand domain sapiens) [Taxld: 9606]}
Smp_083740 | EF-hand domain Myosin EssenFiaI Chain {Bay
1 scallop (Aequipecten

irradians) [Taxld: 31199]}
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. Calcium-dependent protein
Smp_005230 | EF-hand domain kinase sk5 CLD {Soybean
(Glycine max) [TaxId: 38471}
Smp_137410 | EF-hand domain pair M-CALPAIN LARGE AND
SMALL SUBUNITS
Smp_132670 | EF-hand domain Myosin Essential Chain {Bay
scallop (Aequipecten
irradians) [Taxld: 31199]}
protéine Calcineurin-like Protein phosphatase 2A
Smp_165490 | phosphoesterase catalytic subunit alpha
phospha- ; .
tase 2A (PP2A) domain, ApaH type isoform, PP?A-aIpha {Human
(Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
Smp_ 094890 Rho G_TPase-a.ctivating Beta-c.himaerin, C-terminal
protein domain domain {Human (Homo
sapiens) [Taxld: 9606]}
Smp_028030 | Rho GTPase-activating SLIT-ROBO Rho GTPase-
protein domain activating protein 2
Smp_ 180150 Rho GTPase-aFtivating Beta—c.himaerin, C-terminal
GTPase protein domain domam {Human (Homo
activating sapiens) [Taxld: 9606]}
orotein Smp_180160 | Rho GTPase-activating Graf {Chicken (Gallus gallus)
protein domain [TaxId: 9031]}
Smp_319130 | FCH domain SLIT-ROBO Rho GTPase-
activating protein 2
Smp_007210 | Rab-GTPase-TBC Rab GTPase-activating protein
domain 1
Smp_165530 | Rho GTPase-activating p50 RhoGAP domain {Human
protein domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
guanylyl Smp_211230 Adenylyl cyclase class- Soluble guanylyl cyclase alpha-
cyclase 3/4/guanylyl cyclase 1 subunit
Smp_097470 Adenylyl cyclase class- Soluble guanylyl cyclase alpha-
- 3/4/guanylyl cyclase 1 subunit
Smp_067140 | Small GTPase RhoA {Human (Homo sapiens)
GTPAse [TaxId: 9606]}
Smp_025740 | Small GTPase RhoE (RND3) {Mouse (Mus
musculus) [Taxld: 10090]}

Chr. : chromosome

11.1.2.4.3. Les génes impliqués dans I'acétylation des histones

Un autre point non exhaustif sur les genes QTLs du croisement intraspécifique est la présence de genes
qui codent pour les histones H2A, H3, H4, mais aussi des genes qui codent pour des histones acétyl
transférase (« writer ») et des histones désacétylases (« eraser ») (Tableau_28). La présence des
« writer » (enzyme qui fait les modifications des queues d’histones) et d’ « eraser » (enzyme qui enléve
les modifications des queues d’histones) sont encourageantes pour I'implication de I'acétylation des
histones dans le phénomeéne du rythme d’émission des cercaires.

94



Partie Il : Linkage mapping

Tableau 28 : Liste des génes QTLs en lien avec les histones et 'acétylation/désacétylation des histones

Intérét Chr. Identifiant Annotation Annotation
(ID) du géne | GFF HHsearch
Transcription factor
Smp_246990 | CBF/NF-Y/archaeal Histone H3.1, Histone H4, Histone
histone domain
1 . Histone H2B {Chicken (Gallus gallus),
Histones Smp_036220 | Histone H2B erythrocytes [Taxld: 9031]}
Smp_124840 | Zinc finger, UBR-type | Histone H3.2, Histone H4, Histone
Smp_318950 | Histone H3/CENP-A Leishmania histone H3, Histone H4
. Histone H2A {Chicken (Gallus gallus),
Smp_210630 | Histone H2A erythrocytes [Taxld: 9031]}
Histone 6 Probable histone acetyltransferase
acétylase Smp_131320 | Zinc finger, PHD-type | MYST1 {Human (Homo sapiens)
[Taxld: 9606]}
. Histone deacetylase | METASTASIS-ASSOCIATED PROTEIN
::::C':;ylase 1| Smp 005210 | o iy MTA1, HISTONE DEACETYLASE
5 Smp_330000 | Sin3 associated HISTONE DEACETYLASE COMPLEX
polypeptide p18 SUBUNIT SAP18

Chr. : chromosome

11.1.2.4.4. Enrichissement GO : Processus biologiques

Les analyses d’enrichissement GO des geénes QTLs n’ont pas donné de résultats significatifs en utilisant
la limite usuelle FDR < 0,05 (False Discovery Rate). Les résultats qui suivent ont été obtenus en utilisant
la limite de p < 0,05.

On retrouve, parmi les processus biologiques mis en évidence par les analyses d’enrichissement GO,
le rythme circadien, le sommeil, le transport de neurotransmetteur, la signalisation cellule a cellule et
la maturation développementale (Figure_47). L’annotation GO « rythme circadien » ne correspond pas
a un geéne de I'horloge (clock) mais au géne Smp_105040 qui est décrit comme la nocturnine dans le
génome de S. mansoni. La nocturnine contient un domaine Endonuclease/exonuclease/phosphatase
qui est commun avec la phosphodiestérase. Ce gene est connu pour avoir une expression rythmique
avec un pic nocturne et étre régulé par les genes de I’horloge (Green & Besharse, 1996). L’annotation
GO « sommeil » correspond au géne Smp_345020, le gene quiver (QVR) chez la drosophile qui est
impliqué dans la régulation positive des cycles veille/sommeil circadiens mais aussi dans la modulation
de la transmission synaptique chimique et la régulation négative de potentiel membranaire
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch& Term=2768718). L’annotation
GO « signalisation cellule a cellule » correspond, entre autres, au gene Smp_126730, un récepteur
5HT-1 (5-hydroxytryptamine). Le récepteur 5HT-1 est en fait un récepteur sérotoninergique de type
rhodopsine-like. Chez la forme adulte de S. mansoni, il a été montré que Smp_126730 est un des
récepteurs responsables de I'effet moteur provoqué par la sérotonine qui est un puissant myo-
excitateur (Patocha, Sharma et al. 2014). De plus, chez la forme sporocyste, il a été montré que les
récepteurs 5HT sont importants dans la production de sporocystes filles (secondaires) (Boyle &
Yoshino, 2005). Parmi les génes qui portent I'annotation GO « maturation développementale », on
retrouve le géne Smp_009630, un facteur de transcription putatif six/sine homeobox qui, chez la
drosophile, est directement responsable de la formation de I'ceil (Weasner, Salzer & Kumar, 2007).
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Revigo TreeMap

Figure 47 : Treemap des résultats de ’analyse d’enrichissement GO des processus biologiques obtenus pour
les génes QTLs du croisement intraspécifique. Chaque couleur représente un grand ensemble de processus
biologiques. Il y a, de gauche a droite: Régulation de la perméabilité membranaire, déacylation des
macromolécules, transports des neurotransmetteurs, maturation du développement, signalisation cellule a
cellule, réponse de I'immunité adaptative, déphosphorylation 5’ polynucléotides, organisation de la membrane,
adhésion cellule-substrat, mouvement des cils, régulation biologique, réponse a des stimulus, mort cellulaire
programmeée, signalisation, processus basé sur les microtubules, processus métabolique NADP, processus
métabolique acétate, assimilation du sulfate, rythme circadien, communication cellulaire, mort cellulaire,
organisation ou biogénese des composants cellulaires et sommeil.

11.1.2.4.5. Kegg pathway

Les analyses Kegg pathway montrent que les génes QTLs sont potentiellement impliqués dans 266
voies moléculaires différentes. Parmi toutes ces voies, cing retiennent notre attention : le rythme
circadien, I'entrainement circadien, la phototransduction, la phototransduction chez la drosophile et
la transduction olfactive (Tableau_29).

Tableau 29 : Liste des génes QTLs correspondant aux Kegg pathways sélectionnés

Kegg KO Identifiant Annotation .
pathway annotation Chr. (ID) du géne | GFF Annotation HHsearch
Rythme K07200 1 | Smp_315790 | CBS domain 5-AMP-activated protein
circadien kinase catalytic subunit
Guanine nucleo
-tide binding
K04630 6 | Smp_016630 | protein
Entrainement (G-protein), . G-protein alpha subunit
alpha subunit Galpha
du rythme -
circadien G-protein alpha
K04634 Smp_132750 | subunit, group
1 Q
Smp_010230 | G-protein, beta | betal-subunit of the signal-
K04536 . . .
* subunit transducing G protein
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Photo K04536 Smp_010230 heterotrimer {Cow (Bos
-transduction * taurus) [Taxld: 9913]}
Smp_210820 . Beta-adrenergic receptor
Photo K00910 * GPCR kinase kinase 1 (E.C.2.7.11.15)
-transduction betal-subunit of the signal-
chezla Smp_010230 | G-protein, beta | transducing G protein
. K04536 . .
drosophile * subunit heterotrimer {Cow (Bos

taurus) [Taxld: 9913]}

Smp_210820 . Beta-adrenergic receptor
K00910 * GPCR kinase kinase 1 (E.C.2.7.11.15)
K04439 Smp_126080 | Arrestin Bovine arrestin-2 (full
length)
Transduction betal-subunit of the signal-
. Smp_010230 | G-protein, beta | transducing G protein
olfactive K04536 . .
* subunit heterotrimer {Cow (Bos
taurus) [Taxld: 9913]}
Na-Ca
K05849 Smp_152830 exchanger/ Na/Ca exchange protein

integrin-beta4
Chr. : chromosome ; les génes marqués d’un astérisque (*) sont des génes correspondant a plusieurs Kegg
pathways sélectionnés.

On retrouve un seul gene dans le pathway rythme circadien, qui est Smp_315790 une sous-unité
gamma de la kinase 5’AMP-activatrice de protéine (AMPK). La phosphorylation de la protéine CRY
(issue du gene clock Cryptochrome) est médiée par des AMPK ce qui induit la dégradation de CRY et
ainsi régule la boucle de rétro contrdle négative de I'horloge circadienne (Lee & Kim, 2013).

Il'y a trois génes dans la voie de I'entrainement circadien, c’est-a-dire les processus de synchronisation
de I'horloge interne avec les sighaux environnementaux. Le gene Smp_016630 est une putative sous
unité alpha de la protéine G. Le gene Smp_010230, retrouvé dans trois voies différentes qui sont
I’entrainement circadien, la phototransduction et la transduction olfactive, est la sous-unité béta de la
protéine G/transducine. Le géne Smp_132750 est une sous unité alpha du groupe Q de la protéine G.
Ce géne est aussi retrouvé dans la voie de la phototransduction de la drosophile.

Le gene Smp_210820 est le second géne qui est présent dans la voie de la phototransduction chez la
drosophile. Ce géne est une kinase des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR kinase) et
potentiellement une rhodopsine kinase. Il est aussi présent dans la voie de la transduction olfactive.
La voie de la transduction olfactive contient deux autres genes, en plus de ceux précédemment cités :
le gene Smp_126080 qui est I'arrestine et le gene Smp_152830 qui est un échangeur d’ion sodium
calcium.

11.1.2.5. Conclusion

Le QTL mapping issu des croisements intraspécifiques de S. mansoni a mis en évidence 3 QTLs, sur les
chromosomes 1, 5 et 6. Parmi tous les génes candidats, aucun géne canonique de I’horloge n’est
présent, ce qui est en accord avec Rawlinson, Reid et al. (2021) qui n’ont pas trouvé de gene canonique
de I'horloge dans le génome de S. mansoni. On peut toutefois noter la présence de géenes avec un
domaine BHLH, qui est présent dans certains genes canoniques de I’horloge. La sélection subjective,
basée sur les annotations GFF et HHsearch, a mis en évidence des genes impliqués dans la
phototransduction et plus largement dans la transduction des signaux environnementaux, avec la
rhodospine comme probable photorécepteur. Ceci est en accord avec la découverte de plusieurs
rhodopsines et GPCR (récepteurs couplés aux protéines G) dont certaines sont impliquées dans la
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reconnaissance par le miracidium de certain peptides sécrétés par le mollusque dans I'eau (Hoffmann,
Davis et al., 2001 ; EI-Shehabi, Taman et al., 2012 ; Liang, Zao et al., 2016; Phan, Liang et al., 2022). La
sélection subjective a aussi mis en évidence des génes impliqués dans |'acétylation des histones. La
présence de genes avec un domaine BHLH de type Myc qui recrute les histones acétylases ainsi que la
présence de genes histone acétylase et désacétylase sont encourageants pour l'implication de
I'actétylation des histones dans le rythme d’émission des cercaires.

Enfin, les analyses d’enrichissement GO et de Kegg pathway ont confirmé I'implication fonctionnelle
de certains genes dans les voies moléculaires touchant a la régulation du rythme circadien et a la
phototransduction, et plus largement dans la transduction des signaux environnementaux.
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[1.L1.3. Croisement interspécifique : Schistosoma mansoni (diurne) X
Schistosoma rodhaini (nocturne)

Les croisements FO et F1 de Schistosoma mansoni diurne avec Schistosoma rodhaini nocturne ont été
réalisés avant cette these par Héléne Moné et Gabriel Mouahid. La préparation moléculaire des
échantillons a été faite dans le cadre de mon stage d’été de 3 mois au Texas Biomedical Research
Institute dans I’équipe de Tim Anderson, avec I'aide de Robbie Diaz. Le génotypage a été réalisé sur la
version 7 du génome de S. mansoni avec le pipeline du génotypage multiplex shotgun (Andolfatto,
Davison et al., 2011) adapté par Frédéric Chevalier. L’analyse QTL a été réalisée a Perpignan.

11.1.3.1. Protocole

Les parasites FO utilisés pour ce croisement sont le chronotype diurne de S. mansoni (Oman) et le
parasite S. rodhaini. Les hotes intermédiaires mollusques Biomphalaria pfeifferi ont été prélevés sur le
terrain dans la région du Dhofar a Oman. Les croisements réciproques se nomment croisement A (FO
male S. mansoni diurne X FO femelle S. rodhaini nocturne) et croisement B (FO male S. rodhaini

nocturne X FO femelle S. mansoni diurne). L’analyse QTL a été faite sur chacun des deux croisements
interspécifiques.

11.1.3.2. Présentation des phénotypes
11.1.3.2.1. Les phénotypes FO

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_48 et le
Tableau_30. Pour S. mansoni diurne, 24 profils ont émis plus de 20 cercaires et 41 profils ont émis plus
de 20 cercaires pour S. rodhaini.

FO 5. mansoni (diurne) FO S. rodhaini (nocturne)

60
50
40
30

20

Movyenne de la production [%+ES)
Moyenne de la production [%£ES)

Heures Heures

Figure 48 : Chronobiologie du chronotype diurne de S. mansoni (orange) et de S. rodhaini nocturne (violet)
pour I'expérience de QTL mapping. Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des
cercaires émises * écart standard. L’axe des abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du

jour, et finissant a 6h, fin de la nuit. L’arriére-plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début
de I'obscurité a 18h.
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Tableau 30 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les
parasites diurne S. mansoni et nocturne S. rodhaini pour I’expérience de QTL mapping

Moyenne + ES Test de Wilcoxon-
. Variations individuelles Mann-Whitney
Parametres T .-
S. mansoni diurne S. rodhaini nocturne
(FO) (FO)
Effectif 24 41
Photopériode L-0 L-0
. 1 1
Nombre de pics 1 1
. 11-12h 18-19h
Heure du pic 10-11h & 13-14h 18-19h & 19-20h 7
e 4,5+0,2 3,7+0,1 ~ _
Plage d’émission (h) 346 346 W =727, p=0,0007
s 92+14 81,1+1,1
o, ’ ’ ’ _ — _
Intensité de la plage (%) 656 98,2 66,7495 W =883, p=1,1e-07
- +0,4 £0,1 +1,5+0,1 _ A
Asymétrie 13a+16 05a+23 W =104, p=1,4e-07
. 0,9 +0,5 (N=22) +2,6 1 0,4 (N=22) _ _
Aplatissement 583428 293+56 W=47,p=6,7e-07
. . 1,8+0,5 85,3+1,2
0, ’ ’ ’ 4 = = -
Cercaires la nuit (%) 0,04 10,1 63,5 G 96,6 W =0, p=2,4e-11
Nombre total de 355,4 + 41,5 559,4 + 51,1 _ B
cercaires 584811 63 ¢ 1269 W=302, p=0,00999

S. mansoni diurne a une émission unimodale dont I’heure du pic moyen est a 11-12h. La plage horaire
moyenne d’émission est d’environ 4h avec une intensité de 92%. La plage d’émission moyenne est
symétrique, avec une distribution aplatie. Il n’y a quasiment pas d’émission de cercaires nocturne.

S. rodhaini nocturne a une émission unimodale dont I’'heure du pic moyen est a 18-19h. La plage
horaire moyenne d’émission est un peu moins de 4h avec une intensité de 81%. La plage d’émission
moyenne a une asymétrie élevée sur la droite, avec une distribution centrée. L'émission nocturne est
majoritaire, avec en moyenne 85% des cercaires émises la nuit.

Les comparaisons sont présentées dans le Tableau_30. Les profils moyens des deux schistosomes se
différencient par tous les parameétres de comparaison (p<0,01), a I'exception du pic unimodal.
Comparé a S. mansoni, le parasite S. rodhaini a une plage d’émission plus courte et plus centrée autour
de I'heure du pic mais avec une intensité plus faible. Ces résultats illustrent bien I'unicité des deux
phénotypes FO.

11.1.3.2.2. Le croisement A

Le croisement interspécifique A est un croisement entre un male FO S. mansoni diurne et une femelle
FO S. rodhaini nocturne. La génération F1 issue de ce croisement a un profil tri-modal, avec deux pics
majoritaires a 6-7h et 10-11h et un pic secondaire a 18-19h. Le pourcentage de cercaires nocturne
moyen est de 11,19%. La génération F2, issue du croisement entre un male et une femelle F1, contient
94 individus. Le pourcentage de cercaires nocturne moyen est de 25,25% avec des valeurs individuelles
allant de 0% a 94,46%. La répartition des profils de chronobiologie de la F2 est de 17% ressemblant a
la FO diurne (1ere ligne des F2 ; Figure_49), 12,8% ressemblant a la FO nocturne (derniére ligne des F2 ;
Figure_44) et 70,2% hybride ou inclassable (les 2°™ et 3*™ lignes des F2 ; Figure_49). L’ensemble des
profils F2 sont a retrouver en Annexe 5.
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Figure 49 : Chronobiologie du croisement A interspécifique, avec FO diurne (orange), FO nocturne (violet) et F1

et une sélection d’individus F2 hybrides (vert).
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Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises + écart standard. L'axe
des abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit.
L’arriére-plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h. Les individus F2
sont une sélection des divers pourcentages de cercaires nocturnes. lls sont classés du plus faible pourcentage de
cercaires nocturne au plus élevé. La premiere ligne des F2 représente une sélection d’individus proches du
phénotype FO diurne. Les 2°™ et 3°™¢ |ignes représentent une sélection d’individus au phénotype hybride. La 4%™m¢
ligne représente une sélection d’individus proches du phénotype FO nocturne.

11.1.3.2.3. Le croisement B

Le croisement interspécifique B est un croisement entre un male FO S. rodhaini nocturne et une femelle
FO S. mansoni diurne. La génération F1 issue de ce croisement a un profil tri-modal, avec deux pics
majoritaires a 6-7h et 10-11h et un pic secondaire a 18-19h. Le pourcentage de cercaires nocturne
moyen est de 8,75%. La génération F2, issue du croisement entre un male F1 et une femelle F1,
contient 115 individus. Le pourcentage de cercaires nocturne moyen est de 27,53% avec des valeurs
individuelles allant de 0% a 97,16%. La répartition des profils de chronobiologie de la F2 est de 25,2%
ressemblant a la FO diurne (lére ligne des F2; Figure_50), 13,9% ressemblant a la FO nocturne
(derniére ligne des F2 ; Figure_50) et 60,9% hybride ou inclassable (les 2°™® et 3™ lignes des F2;
Figure_50). L'ensemble des profils F2 sont a retrouver en Annexe 5.
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Figure 50 : Chronobiologie du croisement B interspécifique, avec FO diurne (orange), FO nocturne (violet) et F1

et une sélection d’individus F2 hybrides (vert).
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Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du pourcentage des cercaires émises * écart standard. L'axe
des abscisses représente les 24h de la journée, débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit.
L’arriére-plan gris correspond a I'obscurité. La ligne noire marque le début de I'obscurité a 18h. Les individus F2
sont une sélection des divers pourcentages de cercaires nocturnes. lls sont classés du plus faible pourcentage de
cercaires nocturne au plus élevé. La premiere ligne des F2 représente une sélection d’individus proches du
phénotype FO diurne. Les 2°™ et 3°™¢ |ignes représentent une sélection d’individus au phénotype hybride. La 4%™m¢
ligne représente une sélection d’individus proches du phénotype FO nocturne.

Il n’y a pas de différence significative entre les profils d’émission des générations F1 des croisements
interspécifiques A et B. De plus, le pourcentage de cercaires nocturne moyen n’est pas
significativement différent entre les générations F1 et F2 des deux croisements intraspécifiques
(p>0,01). Ces résultats sont en accord avec ceux de la premiére partie qui montraient que le sexe, et
doncici le sens du croisement, n’a pas d’influence sur le rythme d’émission des cercaires.

11.1.3.3. QTL mapping

Les analyses QTL ont été faites en paralléle sur les deux croisements interspécifiques. La préparation
moléculaire des échantillons s’est faite en utilisant tout le génome. Le génotypage regroupe 400
marqueurs répartis sur les 8 chromosomes du génome de S. mansoni (7 autosomes et 1 sexuel). Pour
le croisement A, 87 individus F2 ont servis pour I'analyse QTL et 97 individus F2 pour le croisement B.
Le phénotype utilisé est la moyenne du pourcentage de cercaires nocturne. La détection des QTLs a
été faite avec la méthode de I'algorithme EM de la fonction scanone avec un seuil de détection a 5%
déterminé avec 1000 permutations.

11.1.3.3.1. Croisement A

L'analyse QTL du croisement A révéle un QTL dans le chromosome 3 avec un LOD score de 5,04 pour
un seuil 5% de 4,0 (Figure_51).

LOD score

1 2 3 4 5 6 7 A
Chromosome
Figure 51 : LOD score QTL pour le croisement A interspécifique entre Schistosoma mansoni et Schistosoma
rodhaini obtenu avec I'algorithme EM de la fonction scanone. En abscisse, les chromosomes, et en ordonnée

les LOD scores. Les LOD score significatifs sont ceux qui sont supérieurs au seuil de 5% symbolisé par la ligne en
bleue. Les chromosomes impairs sont grisés.
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Ce QTL sur le chromosome 3 explique 22,38% de la variation phénotypique (P-value 2,38 e-05). La
répartition génotypique en fonction de la variation phénotypique pour ce QTL sur le chromosome 3
est illustrée en Figure_52. La moyenne du pourcentage de cercaires nocturne n’est pas
significativement différente entre les individus avec un génotype homozygote diurne (DD) et un
génotype hétérozygote (ND/DN) pour le QTL du chromosome 3 (p>0,01). Seul le groupe homozygote
nocturne (NN) a une moyenne de cercaires nocturne significativement plus élevée que les deux autres
génotypes. Ceci indique que I'allele N (nocturne) est récessif par rapport a I’allele D (diurne). En effet,
il faut deux alleles N pour que la moyenne des cercaires nocturne soit plus élevée pour le QTL du
chromosome 3.
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Figure 52 : Effet plot pour le QTL du chromosome 3 pour le croisement A interspécifique entre Schistosoma
mansoni et Schistosoma rodhaini obtenu avec I'algorithme EM de la fonction scanone. En abscisse, les
génotypes homozygotes diurnes (DD) en blanc, hétérozygotes (DN) en gris et homozygotes nocturne (NN) en
noir. En ordonnée, le pourcentage des cercaires émises la nuit. Les lettes « a », « b » et « ¢ » désignent les p-
values significativement différentes. Ainsi, s’il y a «a, b et c¢», les trois génotypes sont significativement
différents. S’il y a uniquement « a » et « b », alors un seul génotype est significativement différent des deux
autres. Pour le chromosome 3, seul le génotype homozygote nocturne (NN) est significativement différent des
deux autres génotypes (W =264, p = 0,0008 pour ND et W =331, p = 0,0008 pour DD). Les hétérozygotes DN
regroupent les génotypes DN et ND.
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11.1.3.3.2. Croisement B

L’analyse QTL du croisement B révéle deux QTLs pour un seuil 5% de 4,08 (Figure_53). Le premier QTL
est dans le chromosome 3 avec un LOD score de 4,52 et |le second se situe dans le chromosome 4 avec
un LOD score de 4,34.

LOD score

i

Chromosome

Figure 53 : LOD score QTL pour le croisement B interspécifique de Schistosoma mansoni et Schistosoma
rodhaini obtenu avec I'algorithme EM de la fonction scanone. En abscisse, les chromosomes, et en ordonnée
les LOD scores. Les LOD score significatifs sont ceux qui sont supérieurs au seuil de 5% symbolisé par la ligne en
bleu. Les chromosomes impairs sont grisés.

Pour déterminer la nature des interactions entre les deux QTLs, on dresse de fagon simplifiée, un
modele théorique d’interaction épistatique et un modele théorique d’interaction d’effet additif. Un
test statistique est ensuite réalisé pour déterminer lequel de ces deux modéles théoriques explique le
mieux la nature de l'interaction des QTLs que nous avons détectée. Pour cela, le seuil est fixé a 5% et
est a été déterminé avec 500 permutations donnant respectivement un seuil de 12,3 pour I'épistasie
et de 7,67 pour I'effet additif.

Seul le LOD score de I'interaction additive des QTLs sur les chromosomes 3 et 4 s’est révélé significatif
(Tableau_31).

Tableau 31 : Tableau récapitulatif du scantwo pour déterminer I'interaction (épistasie et I'’effet additif) des
QTLs pour le croisement B interspécifique

Paire des Position du locus 1 Position du locus 2 LOD LOD
locus (chr3) (chra) Epistasie Addition

Seuil 5% 12,3 7,67

Chr3 :Chr4 215 157 11,12 8,71

Cette interaction additive entre les QTLs entre les chromosomes 3 et 4 explique 32,78% de la variation
phénotypique (Tableau_32). Pris individuellement, le QTL du chromosome 3 explique 14,17% de la
variation phénotypique et le QTL du chromosome 4, 13,47%, ce qui illustre que les deux QTLs sont
importants.
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Tableau 32 : Explication de la variance du phénotype (moyenne du pourcentage de cercaires nocturne) par le
modele additif des QTLs et les QTLs séparés pour le croisement B interspécifique

Loci LOD score (QTL) % variance P-value
Modeéle additif
Chr3 + Chra 8,37 32,78 1.87e-07
Chr3 4,02 14,17 0,0002
Chrad 3,85 13,47 0,0002

La répartition génotypique en fonction de la variation phénotypique pour les QTLs sur les
chromosomes 3 et 4 est illustrée en Figure_54 et Figure_55. Pour les deux QTLs, la moyenne du
pourcentage de cercaires nocturne n’est pas significativement différente entre les individus avec un
génotype homozygote diurne (DD) et un génotype hétérozygote (ND/DN) pour le QTL du chromosome
3 (p>0,01). Seul le groupe homozygote nocturne (NN) a une moyenne de cercaires nocturne
significativement plus élevée que les deux autres génotypes. Ceci indique que I'allele N (nocturne) est
récessif par rapport a l'allele D (diurne). En effet, il faut deux alleles N pour que la moyenne des
cercaires nocturne soit plus élevée pour les QTLs des chromosomes 3 et 4.
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Figure 54 : Effet plot pour le QTL du chromosome 3 pour le croisement B interspécifique entre Schistosoma
mansoni et Schistosoma rodhaini obtenu avec I'algorithme EM de la fonction scanone. En abscisse, les
génotypes homozygotes nocturnes (NN), hétérozygotes (ND) et homozygotes diurnes (DD) et en ordonnée la
moyenne du pourcentage de cercaires nocturne. Les lettes «a» «b» et «c» désignent les p-values
significativement différentes. Ainsi, s’il y a « a, b et ¢ », les trois génotypes sont significativement différents. S'il
y a uniquement « a » et « b », alors un seul génotype est significativement différent des deux autres. Pour le
chromosome 3, seul le génotype homozygote nocturne (NN) est significativement différent des deux autres
génotypes (W =362, p = 0,0007 pour ND et W =484, p = 0,0007 pour DD). Les hétérozygotes DN regroupent les
génotypes DN et ND.
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Figure 55 : Effet plot pour le QTL du chromosome 4 pour le croisement B interspécifique entre
Schistosoma mansoni et Schistosoma rodhaini obtenu avec I'algorithme EM de la fonction scanone. En
abscisse, les génotypes homozygotes nocturnes (NN), hétérozygotes (ND) et homozygotes diurnes (DD) et
en ordonnée la moyenne du pourcentage de cercaires nocturne. Les lettes « a », « b » et « ¢ » désignent les
p-values significativement différentes. Ainsi, s’il y a « a, b et ¢ », les trois génotypes sont significativement
différents. S’il y a uniquement « a » et « b », alors un seul génotype est significativement différent des deux
autres. Pour le chromosome 3, seul le génotype homozygote nocturne (NN) est significativement différent
des deux autres génotypes (W =446, p = 0,0005 pour ND et W =331, p = 0,003 pour DD). Les hétérozygotes
DN regroupent les génotypes DN et ND.

11.1.3.4. Genes candidats

Pour le croisement A, il y a 497 génes dans le QTL du chromosome 3. Pour le croisement B, il y a 736
génes pour le QTL du chromosome 3 et 210 génes pour le QTL du chromosome 4 (liste compléte des
génes en Annexe 6). Les 497 génes du croisement A sont inclus dans les 736 génes du croisement B.
Pour discerner ces différents génes candidats, une analyse d’enrichissement GO et de Kegg pathway
ont été réalisées. L'enrichissement GO a été fait avec Blast2GO version 5.2 en utilisant le Fisher's Exact
Test (p<0,05). L'analyse d’enrichissement Kegg pathway a été faite sur le serveur KAAS en utilisant le
programme Blast avec la méthode SBH (Single-directional Best Hit).

11.1.3.4.1. Les génes de I'horloge (Basic Helix-Loop-Helix)

Parmiles 946 génes QTLs, aucun n’est un gene canonique de |I’horloge. Tout comme avec le croisement
intraspécifique, on retrouve 5 génes qui présentent un domaine BHLH (Basic Helix-Loop-Helix) de type
Myc (Tableau_33). Si on s’intéresse aux annotations HHsearch, on retrouve la protéine Mad qui
lorsqu’elle forme I’'hétérodimere Mad-Max est impliquée dans le recrutement d’histone désacétylase
(Laherty, Yang et al., 1997). La protéine Mad est en compétition avec la protéine Myc pour se lier a la
protéine Max.
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Tableau 33 : Liste des génes QTLs avec un motif BHLH (Basic Helix Loop Helix) pour les QTLs des croisements
interspécifiques

Intérét | Chr Identifiant Annotation Annotation
" | (ID) du géne | GFF HHsearch
Mad protein {Human (Homo sapiens) [Taxld:
2134
Smp_021340 9606]}
Smp_123570 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

Myc-type, basic — —
3AB | Smp_342580 | helix-loop-helix Transcription factor E2-alpha, DNA-binding

. protein
bHLH) d
smp_000620 | \PHLH) domain - nding protein inhibitor ID-1

Myc proto-oncogene protein {Human (Homo
sapiens) [Taxld: 9606]}
Chr.: chromosome; A : croisement A; B: croisement B

Motif
BHLH

Smp_333620

11.1.3.4.2. Les rhodopsines et autres genes impliqués dans la phototransduction

Tout comme dans les QTLs du croisement intraspécifique, on retrouve une rhodopsine (Smp_117340)
et 26 autres rhodopsine-like (Tableau_34).

Tableau 34 : Liste des genes QTLs rhodopsine et rhodopsine-like pour le QTL interspécifique

Intérat Chr Identifiant Annotation Annotation
" | (ID) du géne | GFF HHsearch
Rhodopsine 3B | Smp_117340 Rhodopsin
Chimera of Proteinase-
3AB Smp_150180 activated receptor 1
Cannabinoid receptor
Smp_153860 1,Flavodoxin
Lysozyme,Proteinase-
activated receptor
Smp_132410 2,Soluble cytochrome
b562,Proteinase-activated
Neurotensin receptor type
Smp_083880 1,Endolysin, NEUROTENSIN
in- RECEPTOR
Rhodopsine- Shz;?esl?n—clci)kuepled recepton C-X-C chemokine receptor
like Smp_177720 P trpe 4 P
38 smp_083940 7TM_GPCR_Srw
Smp_326640 7TM_GPCR_Srw
Smp_241490 7TM_GPCR_Srw
Smp_091950 7TM_GPCR_Srw
Smp. 326670 Platelet—actlvatlng'factor
receptor,Flavodoxin
Smp. 134960 Platelet—actlvatlng'factor
receptor,Flavodoxin
Smp_023710 Platelet—actlvatlng'factor
receptor,Flavodoxin
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Smp_ 134820 Chi.mera of Proteinase-
activated receptor 1
Adenosine receptor

Smp_343810 | GPCR, rhodopsin-like, 7TM A2a,Soluble cytochrome
b562,Adenosine

Smp_043260

Smp_043270

Smp_336140

Smp_348040 7tm_1

Smp_043290

Smp_043300

4B Smp_348050

human Chemokine

Smp_332070 G protein-coupled receptor, Receptor 7

Smp_043320 | rhodopsin-like 2tm 1

Smp_043340 -
Muscarinic acetylcholine

Smp_145540 receptor M2,Vasopressin
V2
Lysophosphatidic acid
receptor

Smp_212750 6a,Endolysin,receptor
(E.C.3.2.1.17)

Chr.: chromosome; A : croisement A; B: croisement B

Il'y a aussi dans ce croisement interspécifique la présence de certains acteurs de la phototransduction.
En plus de la rhodopsine, il y a, dans les génes QTLs, la protéine G (transducine), la phosphodiestérase,
la sérine/thréonine kinase (rhodopsine kinase), des génes contenant le domaine EF-hand qui est
présent dans la recoverine, la protéine phosphatase 2A (PP2A) et la GTPase activating protein
(Tableau_34 et Tableau_35). Contrairement au croisement intraspécifique, I'arrestine et la guanylyl
cyclase ne sont pas présentes dans les génes QTLs.

Tableau 35 : Liste des genes QTLs potentiellement liés a la phototransduction

Intérét Chr. Identifiant Annotation Annotation
(ID) du gene | GFF HHsearch
G-protein, beta betal-subunit of the signal-
Smp_075130 subunit ’ transducing G protein heterotrimer
Protéine G 3B {Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
(Transducine) betal-subunit of the signal-
Smp_018400 | WD4O0 repeat transducing G protein heterotrimer
{Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
Type |
phosphodiesterase
Phosphodiesté /nucleotide PHOSPHONOACETATE HYDROLASE
rase 3AB | Smp_084830 pyrophosphatase/p | (E.C.3.11.1.2)
hosphate
transferase
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PLC-like
phosphodiesterase,

Crystal Structure of the

3B | Smp_018360 | TIM beta/alpha— Y2475/Y2515
barrel domain
superfamily
3'5'-cyclic
nucleotide cGMP-specific 3',5'-cyclic
Smp_135500 phosphodiesterase, | phosphodiesterase (E.C.3.1.4.35)
4B catalytic domain
ue snRNA. U6 snRNA phosphodiesterase
Smp_053550 | phosphodiesterase
(E.C.3.1.4.-)
Usb1l
Protein kinase Phosphatidylinositol 3-kinase
Smp_123610 domain VPS34 (E.C.2.7.1.137),
3AB Serine/threonine-protein
GPCR kinase, Smp_123640 | GPCR kinase f protein-coupled receptor kinase
sérine/ ;
thréonine 38 | Smp_144390 i?nrgg,rTrch)Eem B—R:'af kinase {Human (Homo
kinase receptor sapiens) [Taxld: 9606]}
I((r'hodo)spine S 042920 Serine-threonine Stk19
Inase mP_ protein kinase 19 t
4B Protein kinase Serine/threonine-protein kinase
Smp_308680 domain Nek2 {Human (Homo sapiens)
[Taxld: 9606]}
Kchipl, Kv4 potassium channel-
Smp_106110 | EF-hand domain interacting protein {Rat (Rattus
norvegicus) [Taxld: 10116]}
3AB | smp_181460 Ezgra”d domain | 4205
ADP,ATP carrier protein {Cow (Bos
Smp_106060 | EF-hand domain taurus), heart isoform t1 [Taxld:

9913]}

Frequenin (neuronal calcium
domaine Smp_000180 sensor 1) {Human (Homo sapiens)
EF-hand [TaxId: 9606]}

(Recoverine) Myosin Essential Chain {Bay scallop
3B | Smp_134950 (Aequipecten irradians) [Taxld:

31199]}

EF-hand domain Myosin Essential Chain {Bay scallop
Smp_018940 (Aequipecten irradians) [Taxld:
31199]}
Sarcoplasmic calcium-binding
48 | Smp_313310 protein '{Amphioxus

(Branchiostoma lanceolatum)

[TaxId: 7740]}

. Serine/threonine-protein
Protéine Smp_308680 P:]Otel: phosphatase 2A 65 kDa
phosphatase 3AB | Smp_308690 fegojlztjsssisjnit NA
2A (PP2A) Smp_308700 | PRSS Serine/threonine-protein

phosphatase 2A 65 kDa
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Smp_138500 Arf GTPase Ras-relateq prot‘eln RaF)-35, Iporin
Smp_000670 | activating protein ARFGAP with coiled-coil, ANK
GTPase P &b repeat
tivati -
aic;::ir:ng Smp_160610 :?t?vgtTiiaserotein pS0 RhoGAP domain {Human
P P . &p (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
domain
Smp_138430 | DEP domain Regulator of G-protein signaling 7
Rad {Human (Homo sapiens)
Smp_246610 [Taxld: 9606]}
Ras-related protein M-Ras (XRas)
Smp_084940 {Mouse (Mus musculus) [Taxld:
Small GTPase 100901}
Rab30 {Human (Homo sapiens)
Smp_132330 [Taxid: 9606]}
GTPase GTP-binding protein RheB {Human
3B Smp_179910 (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
smp_134940 | C1P Pinding YqeH GTPase
domain
Smp_ 342660 Rad {Human (Homo sapiens)
[TaxId: 9606]}
Small GTPase -
48 | Smo 313300 Rab21 {Human (Homo sapiens)
i [Taxid: 9606]}

Chr.: chromosome; A : croisement A; B: croisement B

11.1.3.4.3. Les genes impliqués dans I"acétylation et la méthylation des histones

Un autre point commun avec le QTL intraspécifique est la présence de génes liés aux histones
(Tableau_36). Tout comme précédemment, on retrouve des génes qui codent pour des histones et
aussi des histones acétyltransférase (« writer ») mais pas d’histones désacétylases (« eraser »). Une
spécificité du QTL interspécifique est qu’il y a aussi I'’équivalent pour la méthylation des histones avec
la présence du gene histone méthyltransférase (« writer ») et du gene histone déméthylase
(« eraser »).

Tableau 36: Liste des genes QTLs en lien avec les histones, l'acétylation des histones et Ila
méthylation/déméthylation des histones
Y a Identifiant Annotation .
Intérét Chr. (ID) du géne | GFF Annotation HHsearch
. Histone H2A {Chicken (Gallus gallus),
3AB | Smp_337740 | Histone H2A erythrocytes [Taxid: 9031}
Histone 3B | Smp_000150 | Zinc finger, PHD-type | Histone H3.2, Histone H4, Histone
3B | Smp_027850 | Chromatin SPT2 Histone H3.2, Histone H4, Protein
3B | Smp_026880 | Histone H3/CENP-A Leishmania histone H3, Histone H4
- Histone acetyltransferase p300
' 3AB | Smp_105910 | Zinc finger, TAZ-type (E.C.2.3.1.48), p53
Histone -
acétylase Chromatin Histone acetyltransferase ESA1
3B | Smp_083930 | modification-related .
. (E.C.2.3.1.48), Chromatin
protein Eafé
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Histone-lysine N-methyltransferase

ictone 3AB | Smp_210660 | SET domain 2E (E.C.2.1.1.43)

, Methyl-CpG DNA Histone-lysine N-methyltransferase
methyl 4B | Smp_150850 | i ding SETDBI (E.C.2.1.1.43), Histone
-transférase - -

Histone-lysine N-methyltransferase
4B | Smp_160700 | PWWP domain SETD2 (E.C.2.1.1.43,2.1.1.-),
H3.3531phK36M(29-42)
. LYSINE-SPECIFIC HISTONE
Histone 3AB | Smp_311980 | Zinc finger C2H2-type | o yterivi ASE 1A (E.C.1.--.-)
démethyl -
emethylase 3AB | Smp_000230 | Zinc finger C2H2-type LYSINE-SPECIFIC HISTONE

DEMETHYLASE 1A (E.C.1.-.-.-)

Chr.: chromosome; A :

croisement A; B: croisement B

11.1.3.4.4. Enrichissement GO : Processus biologiques

Les analyses d’enrichissement GO des geénes QTLs n’ont pas donné de résultats significatifs en utilisant
la limite usuelle FDR < 0,05 (False Discovery Rate). Les résultats qui suivent ont été obtenus en utilisant
la limite de p < 0,05.

On retrouve, parmi les processus biologiques mis en évidence par les analyses d’enrichissement GO,
la réponse a la chaleur et la régulation du cycle cellulaire. L’annotation GO « réponse a la chaleur »
correspond au gene Smp_096010, une Heat shock protein Dnal (HSP60) qui, en interagissant avec
HSP70, empéche I'agrégation des protéines partiellement dénaturées causée par un stress
environnemental (Ohtsuka & Hata, 2000). L'annotation GO « régulation du cycle cellulaire » contient
le géne Smp_181450 qui code pour CCDC66 (Coiled-Coil Domain Containing 66). La déplétion de ce
géne entraine une rétinopathie pigmentaire (dégénérescence rétinienne) (Gerding, Shreiber et al.,

2011).

Revigo TreeMap

Figure 56 : Treemap revigo des résultats de I’analyse d’enrichissement GO des processus biologiques obtenus
pour les génes QTL du croisement interspécifique.
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Chaque couleur représente un grand ensemble de processus biologique. Il y a de gauche a droite : La régulation
de la division cellulaire, le traitement de I'extrémité 3’ du petit ARN nucléaire U2, transport du bicarbonate,
processus métabolique des composés azotés, assemblage des particules régulatrices du protéasome, réponse a
la chaleur, réparation des protéines, sulfatation, repliement des protéines « de novo », adhésion cellulaire,
repliement des protéines, contraction des muscles, processus métabolique, réponse a des stimulus,
communication cellulaire, mannosylation, signalisation, processus métabolique superoxyde, processus
métabolique des especes réactives de I'oxygéne, glissement des microtubules et déphosphorylation. La treemap
a été obtenue avec revigo (Supek, Bosnjak et al., 2011).

11.1.3.4.5. Kegg pathway

Les analyses Kegg pathway montrent que les génes QTLs des croisements interspécifiques sont
potentiellement impliqués dans 282 voies moléculaires différentes. Parmi toutes ces voies, sept
retiennent notre attention, le rythme circadien, le rythme circadien chez la drosophile, I’entrainement
circadien, la phototransduction, la phototransduction chez la drosophile et la transduction olfactive, la
transduction gustative (Tableau_37).

Tableau 37: Liste des génes QTLs correspondant aux Kegg pathways sélectionnés. Les genes marqués d’un

astérisque (*) sont des génes correspondant a plusieurs Kegg pathways sélectionnés

Ke athwa KO Chr Identifiant Annotation Annotation
geP v annotation " | (ID) du géne GFF HHsearch
SrQ'\e/::_sif:;aeted 5'-AMP-activated
Rythme circadien | KO7199 4B | Smp_329580 P . protein kinase
subunit beta-1 .
subunit beta-2
(Fragment)
Rythme f:lrcadlen K23643 Smp_023700 Antlcgdon—bmdlng AD
drosophile domain
Myosin Essential
Chain {Bay scallop
K02183 Smp_018940 | EF-hand domain (Aequipecten
irradians) [Taxld:
Entrainement du 31199]}
rythme circadien betal-subunit of the
3B . signal-transducing G
K04539 Smp_075130 G-prot.em, beta protein heterotrimer
subunit
{Cow (Bos taurus)
[TaxId: 9913]}
Phototransduction Myosin Essential
Phototransduction Chain {Bay scallop
chez la drosophile | K02183 Smp_018940* | EF-hand domain (Aequipecten
irradians) [Taxld:
311991}
Transduction 3'5'-cyclic cGMP-specific 3',5'-
olfactive K18283 48 | smp_135500 nucleotlde' cyclic '
phosphodiesterase, | phosphodiesterase
catalytic domain (E.C.3.1.4.35)
Transduction G protein-coupled | Chimera of
. K04153 3B | Smp_134820 | receptor, Proteinase-activated
gustative -
rhodopsin-like receptor 1
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. Muscarinic
G protein-coupled acetvicholine
K04131 4B | Smp_145540 | receptor, ¥
rhodopsin-like receptor
M2,Vasopressin V2

Chr.: chromosome; A : croisement A; B: croisement B.

On retrouve un seul géne dans le pathway rythme circadien qui est Smp_329580, une sous-unité beta
de la kinase 5’AMP-activatrice de protéine (AMPK). Il y a aussi un gene dans le pathway du rythme
circadien chez la drosophile qui est Smp_023700, un gene qui code pour une protéine qui contient un
domaine AD (Anticodon-binding domain). Dans le pathway du rythme circadien chez la drosophile, ce
géne correspond au LSM12 qui forme un complexe avec deux autres protéines pour stimuler la
traduction du géne de I’horloge per (Lee, Yoo et al., 2017).

Le pathway de I'entrainement circadien compte deux genes. Le premier est Smp_075130, une sous-
unité beta de la protéine G et le second est Smp_018940, une putative calmoduline, un détecteur de
calcium ubiquitaire qui a des implications dans la transduction du signal et le rythme circadien
(Cavieres-Lepe & Ewer, 2021). Le géne Smp_018940 est aussi présent dans le pathway de la
phototransduction, de la phototransduction chez la drosophile et de la transduction olfactive.

Le pathway de la transduction olfactive contient aussi le géene Smp_135500 qui est une
phosphodiestérase. Enfin, le pathway de la transduction gustative contient deux genes. Le géne
Smp_134820, une rhodopsine-like qui correspond dans le pathway a un récepteur sérotoninergique ;
c’est-a-dire un récepteur de la sérotonine, un neurotransmetteur impliqué, entre autres, dans le
rythme circadien. Le second gene est le Smp_145540, une autre rhodopsine-like qui correspond a un
récepteur muscarinique acétylcholine. L’acétylcholine est considérée comme le neurotransmetteur de
« I’éveil » puisque son taux est élevé pendant les périodes d’activité physique et d’éveil (Hut & Van der
Zee, 2011).

11.1.3.5. Conclusion

Le QTL mapping issu des croisements interspécifiques entre S. mansoni et S. rodhaini a mis en évidence
2 QTLs sur les chromosomes 3 (croisements A et B) et 4 (croisement B uniquement). Ces QTLs sur des
chromosomes différents de ceux du QTL intraspécifique indiquent que les différences de rythme
d’émission des cercaires reposent sur des régions génomiques différentes entre les espéces. Il n’est
pas a exclure, cependant, que les genes présents dans les QTLs intra et interspécifique jouent un réle
dans le rythme d’émission des cercaires, peu importe I'espece de schistosome. Cela est d’autant plus
vrai que I'on retrouve des genes reposant sur des mécanismes similaires entre les deux expériences
QTLs (Figure_57). En effet, tout comme le croisement intraspécifique, il n’y a pas de de géne canonique
de I’horloge conformément avec Rawlinson, Reid et al. (2021) mais il y a des génes avec domaine BHLH
de type Myc. La sélection subjective basée sur les annotations GFF et HHsearch a aussi mis en évidence
des genes impliqués dans la phototransduction et plus largement dans la transduction des signaux
environnementaux, avec la rhodospine comme probable photorécepteur.

De plus, tout comme le croisement intraspécifique, la présence de génes avec un motif BHLH qui
recrute les histones acétylases et désacétylases ainsi que la présence de gene histone acétylase mais
aussi d’histone méthyltransférase et déméthylase sont des résultats a mettre en regard des analyses
épigénétiques qui font I'objet du prochain chapitre afin de voir I'implication de I'actétylation et de la
méthylation des histones dans le rythme d’émission des cercaires.
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Les QTLs intra- et interspécifiques partagent la réponse a des stimuli, la signalisation et la
communication cellulaire comme processus biologiques mis en évidence par les analyses
d’enrichissement GO (Figure_56).

Enfin, les analyses de Kegg pathway ont confirmé I'implication fonctionnelle de certains genes dans les
voies moléculaires touchant a la régulation du rythme circadien et a la phototransduction, et plus
largement dans la transduction des signaux environnementaux. Il est intéressant de noter que bien
que les génes soient impliqués dans les mémes pathways, ils ne correspondent pas aux mémes
annotations fonctionnelles. Ces résultats indiquent que le rythme d’émission des cercaires nocturnes
repose sur un mécanisme moléculaire similaire centré autour de rhodospine et la transduction de
signaux environnement mais que les acteurs de régulation different entre les especes de schistosomes.
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Figure 57 : Bilan des QTL mapping intra et interspécifiques.
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II.2. Recherche des marqueurs rythmiques

La présence d’un gene dans le génome ne signifie pas forcément qu’il est impliqué dans un
phénotype. Pour connaitre son implication il est donc nécessaire d’étudier son expression.
L’expression d’'un géne passe par une étape de transcription de ’ADN double brin en ARN
messager (ARNm) simple brin, puis d’une étape de traduction de cet ARNm en protéine qui
donnera un phénotype (Figure_58).

Molécule d’ADN

Brin Transcription polymérase
d'mRNA
Noyau
Cytoplasme
v Polypeptide
; —
Traduction P
@i
. - SN
.*" “
du ribosome « | ;_ﬁ\J
A . -

Traduction

©Nagwa.com

Figure 58 : Schéma de I'expression d’un géne de la transcription jusqu’a la traduction.

La transcriptomique est I'étude des ARN messagers (ARNm) produits lors de la transcription.
Ce phénomene peut étre régulé par des acteurs génétiques (facteurs de transcription) et des
acteurs épigénétiques (Figure_59).
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promoteur

Facteurs de transcription

Le géneestlu
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© Franziska Oeschger

Figure 59 : Schéma de la transcription d’un géne et des acteurs de la régulation. De fagon simplifiée lors de la
transcription, I’ARN polymérase est recrutée par un promoteur en amont du gene. Une fois fixée, la polymérase
synthétise un brin d’ARN en prenant comme modéle le brin d’ADN. Le recrutement de cette ARN polymérase
peut étre facilité ou empéché par des actions de régulations venant d’acteurs génétique et/ou épigénétique.

L'épigénétique est I'étude des caractéres phénotypiques héritables qui n’impliquent pas de
modification de la séquence d’ADN. Ces traits sont réversibles et héritables (mitotiguement et/ou
méiotiquement). Il existe quatre principaux types de modification épigénétique : la méthylation de
I’ADN, les modifications d’histone, la topologie du noyau et les petits ARN non-codants (Figure_60)
(Joly & Grunau, 2018).
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Figure 60 : Les quatre principaux types de modification épigénétique.
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A) La méthylation de I’ADN est I'ajout d’'un groupement méthyl (Me en rouge) qui s’effectue uniquement sur les
adénosines et les cytosines. De fagon générale, la méthylation de I’ADN est associée a la répression des zones
marquées. B) La modification d’histone s’opére sur les acides aminés des queues d’histones qui composent le
nucléosome. En fonction de la marque, elle peut induire une activation ou une répression de la transcription en
changeant I'état de compaction de la chromatine. C) Les petits ARN non codants sont inférieurs a 30 nucléotides
et sont impliqués dans la répression de I'expression des génes. D) La topologie du noyau consiste en des
mouvements chromatiniens qui rapprochent ou éloignent physiquement des sites de transcription.

Chacune de ces modifications est associée a des phénomenes de régulation de I’horloge circadienne
(Singh, Jha & Thakur, 2019). Par exemple la méthylation de I’ADN joue un rdle dans I’expression du
géne clock Frq chez Neurospora crassa (Belden, Lewis et al., 2011). Chez la souris, I'acétylation de
I’histone H3 dans les promoteurs de Perl, Per2 et Cryl (genes clock) suit un rythme circadien
(Etchegaray, Lee et al., 2003). Des territoires chromosomiques circadiens ont pu étre mis en évidence
dans les fibroblastes embryonnaires des souris (Aguilar-Arnal, Hakim et al., 2013). Enfin, chez les
mammiféres, le miR-219 a un rythme circadien et son knock-down entraine un rallongement de la
période circadienne, de plus il est une cible du complexe CLOCK-BMAL1 (Cheng, Papp et al., 2007).

Sur les quatre types de modification épigénétique, deux sont au centre des recherches sur S. mansoni ;
la modification d’histone et les petits ARN non codants (Azzi, Cosseau & Grunau, 2009 ; Simdes, Lee et
al., 2011 ; Picard, Boissier et al., 2016 ; Cosseau, Wolkenhauer et al., 2017). En effet, il existe trés peu
de méthylation de ’ADN chez S. mansoni (Fantappié, Gimba & Rumjanek, 2001) et aucune étude sur
la topologie nucléaire n’a été faite pour cet organisme.

L'objectif de ce chapitre va étre, dans un premier temps, d’identifier les marqueurs moléculaires
rythmiques au travers de deux approches complémentaires, I'approche épigénétique et I'approche
transcriptomique, car ayant été réalisées sur les mémes échantillons biologiques ; dans un second
temps, d’analyser les différents génes candidats qui auront émergé de cette seconde partie de thése
consacrée aux déterminants moléculaires du rythme de I’émission des cercaires.

Le premier point développera I'expérience d’échantillonnage commune aux approches d’épigénétique
et transcriptomique. Le second point abordera I'épigénétique au travers de la technique de
ChIPmentation et le troisieme point la transcriptomique avec la technique de RNA-seq. Enfin le dernier
point sera consacré a une synthese et analyse des divers genes candidats.

[1.2.1. Echantillonnage commun pour les expériences d’épigénétique et de
transcriptomique

11.2.1.1. Méthode d’échantillonnage pour les expériences d’épigénétique et de
transcriptomique

L’échantillonnage est commun aux expériences de ChIPmentation et de RNA-seq. Ces deux
expériences partagent I'objectif d’identification d’un potentiel rythme (respectivement
acétylation/méthylation d’histone et expression de génes). L’échantillonnage comprend I'infestation
des mollusques, le sexage des parasites, la chronobiologie des individus et la dissection des mollusques
pour récupérer les hépatopancréas et ovotestis infestés. Chaque dissection se fait en retirant la
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coquille et le pied du mollusque. Deux-tiers de I’"hépatopancréas sont utilisés pour le ChIPmentation
et le tiers restant ainsi que I'ovotestis sont utilisés pour le RNA-seq (Figure_61) ; tous les échantillons
sont plongés, des la fin de la dissection, dans de I'azote liquide puis stockés au congélateur -80°C. Les
deux chronotypes de S. mansoni, diurne et nocturne, sont analysés.

B. pfeifferiparasité

Zone Hépatopancréas et ovotestis parasités

Expérience / \ Expérience
épigénétique transcriptomique

2/3 Hépatopancréas 1/3 Hépatopancréas et ovotestis

Figure 61 : Répartition de I’échantillon entre les expériences de ChIPmentation et de RNA-seq. Pour chaque B.
pfeifferi, 2/3 de I'hépatopancréas sert pour le ChIPmentation et le 1/3 restant ainsi que I'ovotestis servent pour
le RNA-seq. L’hépatopancréas est en gris foncé, I'ovotestis en gris clair et les parasites en ovales beiges.

Pour chaque chronotype, deux séries d’échantillonnage ont eu lieu. La premiére consiste a disséquer
toutes les quatre heures pendant 48h trois B. pfeifferi infestés par des parasites males et trois B. pfeifferi
infestés par des parasites femelles qui sont restés sous une photopériode classique (L-O). La deuxiéme
série suit chronologiquement la premiére et consiste a disséquer toutes les quatre heures pendant 24h
trois B. pfeifferi infestés par des parasites males et trois B. pfeifferi infestés par des parasites femelles
qui ont été soumis, en plus, pendant 10 jours, a une photopériode inversée (O-L) (Tableau_38).
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Tableau 38 : Description des deux séries d’échantillonnage pour les expériences d’épigénétique et de
transcriptomique. Les deux séries sont réalisées pour les deux chronotypes de S. mansoni. Les males et les
femelles correspondent au sexe du parasite qui infeste les B. pfeifferi.

Série d’échantillonnage 1% série 28me série
Photopériode L-O O-L pendant 10 jours
48h 24h
Durée échantillonnage 4h 8h 12h 16h 20h 2ah 4h 8h 12h 16h 20h 4h 8h 12h 16h 20h 24h
LLLLLLLLLLI L L]

Ecart entre les points 4h

Nombre d’individus par
point

3 males et 3 femelles

Pour le ChIPmentation, I'extraction de la chromatine permet de pouvoir réaliser trois réactions
d’'immunoprécipitations différentes avec un input par morceau d’hépatopancréas (Figure_62). Dans le
cadre de nos expériences, deux réactions sont utilisées (H3K4me3 et H3K9ac) et la 3°™ dose sert de
back-up soit pour refaire une IP soit pour éventuellement faire le ChIPmentation sur une nouvelle

Expérience
épigénétique

marque.

2/3 Hépatopancréas

T !
V¥

H3K4me3 H3K9ac Input conservé
a-80°

o F

Figure 62 : Description des deux séries d’échantillonnage pour les expériences d’épigénétique et
transcriptomique. Les deux séries sont réalisées pour les deux chronotypes de S. mansoni. Les males et les
femelles correspondent au sexe du parasite qui infeste les B. pfeifferi.
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Cet échantillonnage commun entre I'expérience d’épigénétique et de transcriptomique permet pour
chaque individu/génome de parasite d’avoir deux profils : le profil épigénétique et I'expression des
génes associés.

11.2.1.2. Chronobiologie
11.2.1.2.1. Protocole

Sur les 480 B. pfeifferi infestés avec 1 miracidium de S. mansoni diurne, 99 se sont révélés positifs a
I'infestation et ont été échantillonnés. Sur ces 99 B. pfeifferi, 57 ont été infestés par des males et 42
par des femelles. Sur les 504 B. pfeifferi infestés avec 1 miracidium de S. mansoni nocturne, 123 se
sont révélés positifs a I'infestation et ont été échantillonnés. Sur ces 123 B. pfeifferi, 62 ont été infestés
par des males et 61 par des femelles. La chronobiologie a été effectuée pendant deux jours consécutifs
sur 12 profils d’infestations (6 males et 6 femelles) pour chaque chronotype, soit au total 24 profils
diurnes et 24 profils nocturnes.

11.2.1.2.2. Chronotype diurne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_63 et le
Tableau_39. Sur les 24 profils diurnes réalisés, 16 ont pu étre utilisés car leur émission totale sur les 24
heures était égale ou supérieure a 20 cercaires.

Le chronotype diurne a une émission unimodale dont I'heure du pic moyen est a 10-11h. La plage
horaire moyenne d’émission est d’environ 4h avec une intensité de 92%. La plage d’émission a une
asymétrie modérée sur la droite et une distribution normale. Il n’y a pas d’émission de cercaires
nocturne.

Chronotype diurne Chronotype nocturne
60 60
50 o 50 1
40 4 40
30 4 30 4
20 A

20 A

10 4

Moyenne de la production (%£ES)
Movyenne de la production (%ES)

R RO d
HHHHHHHHHHHHHHH

2223
2324
2

Figure 63 : Chronobiologie des chronotypes diurne (orange) et nocturne (violet) de S. mansoni pour les
échantillons d’épigénétique et transcriptomique. Chaque histogramme a, en ordonnées, la moyenne du
pourcentage des cercaires émises * écart standard. L'axe des abscisses représente les 24h de la journée,
débutant a 6h, début du jour, et finissant a 6h, fin de la nuit. L’arriere-plan gris correspond a I'obscurité. La ligne
noire marque le début de I'obscurité a 18h.
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Tableau 39 : Parameétres des profils moyens d’émission, accompagnés des variations individuelles, pour les
parasites diurne et nocturne de S. mansoni pour les échantillons de I'expérience épigénétique et
transcriptomique

Moyenne + ES Test de Wilcoxon-Mann-
Paramétres Variations individuelles Whitney
Diurne (N=16) Nocturne (N=20)
Photopériode L-0 L-0
. 1 1
Nombre de pics 1 1
. 10-11h 19-20h
Heure du pic 10-11h & 11-12h 18-19h 42021 | ©
e 3,6+0,2 3,4+0,1 o

Plage d’émission (h) 305 305 W=0,p=0,53

s 92,3+1,9 97,6 £0,5

0, ’ ’ ’ ’ - -

Intensité de la plage (%) 69.8 G 100 9436 100 W =74, p =0,006

. +0,7+0,2 +0,5+0,3 B B
Asymétrie 140+18 170417 W =166, p=0,86

. 0+0,8 (N=8) -0,7+ 1,3 (N=7) _ ~
Aplatissement 306433 516429 W =30, p=0,87

. . 0 99,0+0,3

9 ’ ’ = = -

Cercaires la nuit (%) 0 95,24 100 W =177,5, p=5,75e-08

11.2.1.2.3. Chronotype nocturne

Les résultats moyens, accompagnés des variations individuelles, sont présentés dans la Figure_63 et le
Tableau_39. Sur les 24 profils nocturnes réalisés, 20 profils ont rempli cette condition d’émission d’au
moins 20 cercaires.

Le chronotype nocturne a une émission unimodale dont I’'heure du pic moyen est a 19-20h. La plage
horaire moyenne d’émission est d’un peu plus de 3h avec une intensité de 97%. La plage d’émission
moyenne est symétrique avec une distribution normale. L’émission nocturne est majoritaire avec en
moyenne 99% des cercaires émises la nuit.

11.2.1.2.4. Comparaison des chronotypes

Les comparaisons sont présentées dans le Tableau_39. Les différences et similitudes observées entre
les deux chronotypes dans cette expérience d’échantillonnage sont les mémes que celles établies dans
la premiére partie (présentation des chronotypes). Les profils moyens des deux chronotypes se
différencient par I'heure du pic (10-11h pour les diurnes et 19-20h pour les nocturnes) et le
pourcentage de cercaires émises la nuit (0% pour les diurnes et 99% pour les nocturnes ; p<0,01). Il est
a noter que l'intensité de I'émission de la plage est significativement plus forte chez le chronotype
nocturne (p<0,01). Les deux chronotypes ont en commun la présence d’un seul pic. De plus, les plages
d’émission, leurs coefficients d’asymétrie et d’aplatissement ne sont pas significativement différents
entre les diurnes et les nocturnes (p>0,01).
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[1.2.2. ChIPmentation

Dans le cadre de cette theése nous allons nous concentrer uniquement sur la modification d’histone
pour décortiquer le rythme d’émission des cercaires. Les modifications des histones impliquées dans
|'état de la chromatine sont associées a |'activation et a la répression de la transcription. Les histones
sont des protéines responsables de la compaction de I’ADN et donc, de I'accés ou non de la machinerie
de transcription a I’ADN. La modification d’histones est une modification post-traductionnelle, qui a
lieu sur les acides aminés constituant la queue des histones H2A, H2B, H3 et H4. Il existe quatre types
de modification d’histone qui sont la méthylation, I'acétylation, la phosphorylation et I'ubiquitination
(Figure_64). On retrouve, pour chacune de ces modifications, des exemples d’'implication dans la
régulation du rythme circadien.

Me Méthylation 'Ac Acétylation Ub Ubiquitination ® Phosphorylation

Figure 64 : Les quatre types de modification d’histone avec des exemples de marque.

Pour cette these, les marques H3K4me3 (triméthylation de I’histone H3 sur la lysine n°4) et H3K9ac
(acétylation de I’histone H3 sur la lysine n°9) ont été testées. La marque H3K4me3 est présente chez
S. mansoni (Roquis, Taudt et al., 2018). Chez d’autres espéces, cette marque est rythmique dans
beaucoup de promoteurs de génes de I'horloge (clock) ou de génes contrdlés par les génes de I’horloge
(clock) (Koike, Yoo et al., 2012 ; Aguilar-Arnal, Hakim et al.,, 2013) et représente ainsi une piste
intéressante. La marque H3K9ac est aussi présente chez S. mansoni et de maniere plus intéressante
dans le promoteur du géne SmRho (smp_104210) au stade cercaire (Cosseau, Azzi et al., 2009). Ce
géne code pour une rhodopsine (récepteur couplé a la protéine G), un photorécepteur impliqué
notamment dans la vision. De facon plus générale, la position H3K9 est connue pour étre un site
préférentiel d’acétylation pour le géne CLOCK qui a une activité d’histone acétyl transférase (HAT) (Doi,
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Hirayama & Sassone-Corsi, 2006). Chez les mammiféeres, les marques H3K4me3 et H3K9ac sont
rythmiques dans les promoteurs de génes clock (Aguilar-Arnal, Hakim et al., 2013 ; Takahashi, 2015).

L’objectif principal de ce sous chapitre va étre de déterminer s’il existe un rythme d’acétylation ou de
méthylation des histones dans les deux chronotypes de S. mansoni qui serait impliqué dans le rythme
d’émission des cercaires.

Pour étudier les marques d’histone, la technique de ChIPmentation a été utilisée. Le premier point de
ce chapitre présentera la technique et toutes les optimisations qui ont d(i étre réalisées pour I'adapter
a S. mansoni. Les deuxieme et troisieme points seront consacrés respectivement aux résultats de la
marque H3K4me3 et de la marque H3K9ac.

11.2.2.1. Méthode et optimisations

Le ChlIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation-sequencing) pour immunoprécipitation de |Ia
chromatine est la technique qui permet d’étudier les protéines qui interagissent avec I’ADN et donc
les modifications d’histone. Cette technique permet d’identifier les sites de liaisons des protéines
associées a I’ADN, dans un premier temps, par la capture du complexe ADN-protéine via un anticorps
spécifique (immunoprécipitation) puis, dans un second temps, par le séquencage de I’ADN issu du
complexe. Dans le contexte d’étude d’un rythme d’acétylation et méthylation d’histone, un grand
nombre d’échantillons doivent étre générés pour établir une cinétique avec assez de points temporels
pour chaque marque. Ce souci de quantité de matériel biologique est aussi étayé par la nature du
modele, ici S. mansoni, dont I'obtention des individus nécessite le sacrifice d’animaux. S’ajoute encore
a cela le fait que la technique de ChIP-seq est trés chronophage (Annexe 7). Pour pallier ces problémes,
le choix de la technique s’est porté sur le ChIPmentation, une version semi-automatisée du ChlIP-seq
qui nécessite de faibles quantités de chromatine (Schmidl, Rendeiro et al., 2015 ; Roels, Kuchmiy et al.,
2020). Une partie du temps de cette thése a été consacrée a I'adaptation du ChIPmentation sur le
modele S. mansonij et s’est concrétisé sous la forme d’un article de méthodologie, et en cours de review
dans Wellcome Open Research (Lasica, de Carvalho Augusto et al., 2022). L’objectif de ce point est de
présenter les différentes optimisations qu’a nécessité I'adaptation du ChIPmentation au modele S.
mansoni.

[1.2.2.1.1. Méthode

La technique de ChIPmentation se divise en six étapes, I'échantillonnage biologique, la préparation de
la chromatine, I'immunoprécipitation (ChIPmentation), la fabrication des bibliothéques, le séquencage
et les analyses bioinformatiques des données. Dans le cadre de nos expériences, I'échantillonnage
biologique consiste a récupérer des hépatopancréas de B. pfeifferi infestés par S. mansoni. La
préparation de la chromatine consiste, dans un premier temps, en la lyse mécanique des échantillons,
suivie de la fixation des protéines avec du formaldéhyde (cross-link). La chromatine est récupérée
aprées une fragmentation enzymatique (Mnase) ou physique (sonication). L'étape
d’'immunoprécipitation consiste a isoler la chromatine contenant la marque histone d’intérét en la
ciblant avec un anticorps spécifique. Cette étape est réalisée par la machine IP-star de Diagenode ® ou
se déroule aussi I'ajout des adaptateurs grace a I'action de la transposase Tn5. Pour fabriquer les
bibliothéques, il faut dans un premier temps éliminer les protéines (histones) pour ne garder que I’ADN
par le décross-link du complexe. La détermination du nombre de cycles d’amplification pour chaque
échantillon est faite a I'aide d’'une gqPCR. Une fois les parametres définis, I’ADN est amplifié avec les
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amorces qui serviront pour le séquencage. Les bibliothéques ainsi réalisées sont ensuite séquencées.
Les analyses bioinformatiques consistent dans un premier temps a aligner les séquences contre les
génomes, puis a effectuer une détection des pics (accumulation significative des séquences), enfin une
analyse rythmique et fonctionnelle des genes associés aux pics est ensuite réalisée.

11.2.2.1.2. Optimisations

Le ChIPmentation qui a initialement été développé sur culture cellulaire humaine (Schmidl, Rendeiro
et al., 2015 ; Roels, Kuchmiy et al., 2020) a nécessité un grand nombre d’optimisations pour s’adapter
a notre modele d’étude. Le détail de ces optimisations va faire I'objet de ce sous chapitre (Figure_65).

Modification d’histone chez Schistosoma mansoni

Quelle technique ?

Native-ChIP | ChIPmentation |

I Quel type d’échantillon?
| ]

Poudre mollusque Hépatopancréas
parasité congelée parasité congelé

Parameétres a adapter au type d’échantillon

—lee—sr =t ——J : | v,
‘ Sonication Anticorps ‘ Spike-in Pipeline bioinformatique
1 i 1
Temps de Titration Déterminer le Incorporer le traitement
; P . (Western-blot et du spike-in dans la
sonication volume -
qPCR) pipeline

Figure 65 : Schéma récapitulatif des différentes optimisations pour I'étude des modifications d’histone chez
S. mansoni.

L’'optimisation du ChIPmentation a commencé par le choix du type d’échantillon. L'utilisation de tissu
frais s’est révélé étre la meilleure option car nos tests ont révélé un meilleur pourcentage d’alignement
contre le génome de S. mansoni. Une fois choisi, il faut aussi déterminer le temps de sonication idéal
et le volume d’anticorps a utiliser par échantillon. Toutefois, I'utilisation de tissu frais a fait remonter
la problématique de variabilité biologique des échantillons. Chaque échantillon est un mollusque
unique, ce qui implique la variation de la densité parasitaire et la taille du tissu. Si les échantillons ne
sont pas normalisés, on ne pourra pas déterminer si la différence entre deux échantillons est due a
une différence biologique ou technique.

Pour pallier ceci, il a été envisagé dans un premier temps de compter les noyaux d’'un aliquot de
I’échantillon avant I’étape de fixation (cross-link). Les diverses tentatives se sont révélées infructueuses
car les noyaux étaient trop lysés suite a la fragmentation mécanique et donc impossibles a compter.
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La solution s’est alors portée sur I'adaptation de la méthode de spike-in décrite par Bonhoure, Bounova
et al. (2014) ou, pour quantifier des échantillons de souris, ils ajoutent un spike-in de culture cellulaire
Hela (humain). Un spike-in est I'ajout d’une quantité connue, dans notre cas de chromatine de
drosophile, a tous les échantillons d’une expérience pour pouvoir les normaliser lors des analyses
bioinformatiques. Dans le cas de Bonhoure, Bounova et al. (2014), il y a immunoprécipitation des
échantillons (chromatine souris + spike-in humain) avec deux anticorps, un pour I'expérience de ChIP
et I'autre dirigé contre des régions connues pour étre immunoprécipitées dans le spike-in (humain). Le
taux d’immunoprécipitation du second anticorps avec le spike-in sert a calculer le facteur de
normalisation qui sera appliqué aux échantillons. Dans notre cas expérimental, I'ajout d’un spike-in
implique la coexistence de trois especes différentes (mollusque, parasite et spike-in) au sein d’un
méme échantillon. Pour ne pas rajouter de la complexité, il a été décidé de ne garder qu’un seul
anticorps par échantillon et d’utiliser de la chromatine d’embryon de drosophile diluée au 10¢.

Différents volumes de chromatine de drosophile ont été testés. Le test des volumes de spike-in a
consisté a faire des ChIPmentations en ajoutant 0, 5, 10 ou 15uL de spike-in apres la sonication des
échantillons pour les marques H3K4me3 et H3K9ac. Peu importe le volume utilisé, les profils méta
génes H3K4me3 et H3K9ac, ne sont pas affectés (Figure_66).

[2]

H3K4me3 H3K9ac

log(RPKM)
log(RPKM)

distance from annotation in [bp]

distance from annotation in [bp]

TS5 TES TSS TES

- OpL de spike-in I:l 5ul de spike-in l:l 10 L de spike-in - 15 pL de spike-in

Figure 66 : Profils méta-genes pour les marques H3K4me3 et H3K9ac sur le génome de S. mansoni, avec OplL,
5uL, 10uL ou 15uL de spike-in drosophile. A) Marque H3K4me3, B) Marque H3K9ac.

Pour déterminer le meilleur volume, on sélectionne visuellement tous les pics sur le génome de
Drosophila melanogaster véritablement enrichis puis on calcule la profondeur de ces pics dans chaque
condition. Les pics véritablement enrichis sont les pics qui s’alignent uniguement sur la version 6 du
génome de Drosophila melanogaster (pic absent de la condition Opl de spike-in) avec une profondeur
supérieure a 10 reads. La détection des pics a été faite avec MACS2 sur galaxy version 2.1.1.20160309.5
(zhang, Liu et al., 2008 ; Feng, Liu et al., 2012), la sélection visuelle avec IGV (Integrative genome
viewer) version 2.8.2 et le comptage des reads par pic (profondeur) a été déterminé avec bedtool
multicov sur galaxy version 2.29.0 (Quinlan & Hall, 2010).
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Pour les deux marques, la meilleure condition est 15uL avec, respectivement, une profondeur
moyenne de 69 reads pour 196 pics H3K4me3 drosophile et 42 reads pour 31 pics H3K9ac drosophile
(Tableau_40 et Tableau_41). Méme si le nombre de pics sélectionnés est inférieur aux 500 pics utilisés
dans I'article de Bonhoure, Bounova et al. (2014), ces conditions restent satisfaisantes grace a leur
profondeur moyenne qui est bien supérieure aux 13 reads de I'article.

Tableau 40 : Profondeur moyenne des pics uniques a Drosophila melanogaster en fonction du volume de
spike-in pour la marque H3K4me3

H3K4me3 OouL 5uL 10uL 15uL

Le nombre de pics uniques a Drosophila avec un
véritable enrichissement sélectionné
Profondeur moyenne des pics communs

véritablement enrichis (nombre de reads par 0

pics)

0 196

3,3%1,3 159+6,5 69,1+21,6
0a237 0a 1251 11 a 4090

Tableau 41 : Profondeur moyenne des pics uniques a Drosophila melanogaster en fonction du volume de
spike-in pour la marque H3K9ac

H3K9ac OoulL 5uL 10uL 15uL

Le nombre de pics uniques a Drosophila avec un
véritable enrichissement sélectionné
Profondeur moyenne des pics communs
véritablement enrichis (nombre de reads par 0

pics)

0 31

9,6+2,3 21,2+4,4 42,3+9,1
0a63 0a120 11a220

Une fois le volume de spike-in choisi, il a fallu inclure I'étape de normalisation dans le pipeline
bioinformatique. Dans un premier temps, le calcul du facteur de spike-in et la normalisation étaient
des étapes hors pipeline en suivant la formule issue de Bonhoure, Bounova et al. (2014). Suite a
I'impossibilité de faire fonctionner Chromstar avec nos échantillons normalisés, il a été décidé de
changer de pipeline bioinformatique et d’utiliser SnakePipe (Figure_67) (Bhardwaj, Heyne et al., 2019).
Ce pipeline offre I'avantage de prendre en compte les inputs et le spike-in. La normalisation est faite
en appliquant une méthode similaire a celle implémentée dans DEseq?2.
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Figure 67 : Pipeline bioinformatique utilisé pour I’analyse finale des échantillons de ChIPmentation avec Snakepipe.
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11.2.2.1.3. Article ChIPmentation

Le protocole expérimental utilisé pour les expériences de ChIPmentation est détaillé dans le matériel
et méthode de I'article (Annexe 7).

11.2.2.2. H3K4me3

La moyenne et les variations individuelles du nombre total et du pourcentage d’alignement des reads
par échantillon, selon chaque chronotype, sont présentées dans le Tableau_42. Pour les analyses, seuls
les échantillons avec un minimum de 1 500 000 reads alignés uniquement sur le génome de S. mansoni
ont été gardés. Si initialement I'expérience devait compter au minimum 2 échantillons males et 2
échantillons femelles par point temporel, il a été décidé de réduire le nombre a 3 échantillons (sexes
confondus) par point temporel. Le temps de la these, amputé par la pandémie, ne permettait pas de
prendre le temps de refaire les ChIPmentation pour tous les échantillons en dessous de la limite des
reads. Les expériences de chronobiologie qui montrent que le sexe du parasite n’a pas d'importance
dans le rythme d’émission des cercaires justifient scientifiquement ce choix. Malheureusement, pour
le chronotype diurne, deux échantillons sont en dessous de cette limite des 1 500 000 reads malgré la
réalisation de ChIPmentation sur de nouveaux individus. Ces deux échantillons représentent tous les
deux le point temporel 16h pour le 1°" jour d’échantillonnage.

Tableau 42 : Nombre et pourcentage d’alignement des reads moyens, accompagnés des variations
individuelles, pour les parasites diurne et nocturne de S. mansoni pour les échantillons de I'expérience
épigénétique H3K4me3

Test de
Moyenne * ES Wilcoxon
H3K4me Variations individuelles .
Mann-Whitney
Diurne (N=31) Nocturne (N=33)
Nombre total de reads 8303 741 +411 309 6683 639+ 238 292 W =2072,
4610796 a 12 106 301 4500323 010657012 p=0,0
Alignement sur 46,90+ 2,16 52,92+ 2,12 W =1059,
S. mansoni (%) 27,08 a 69,41 29,69 a 75,73 p=0,001
Alignement unique sur 30,57 £ 1,67 37,72+ 1,90 W =1012,
S. mansoni (%) 13,24 a 44,53 19,82 a 66,03 p =0,0004
Alignement unique sur
S. mansoni (nombre de 2448 792 + 166 405 2423928 + 110 007 W =1154,
’ 1535469 a5 391 156 161297303998 228 p =0,007
reads)
Alignement sur 20,93 +1,77 13,31+ 1,19 W = 2243,
B. glabrata (%) 6,79 a 41,84 4,09 d 30,14 p =0,0007
Alignement unique sur 9,85+ 0,87 6,02 + 0,62 W =2183,
B. glabrata (%) 2,76 a 19,38 0,77 a 14,70 p =0,002
Alignement unique sur B.
labrata (nombre de 845169 £ 98 113 396 528 +42 797 W = 2265,
g 194 746 a 2 246 369 47727a1135777 p =0,0004
reads)
Alighement sur
D. melanoaaster 18,17 £ 2,00 23,83+ 2,09 W =1651,
- Melanogaster, 4,57 3 36,59 7,42 d 56,38 p=0,94
spike-in (%)
Alignement unique sur 11,58 +1,32 15,14 + 1,35 W = 1654,
D. melanogaster, 2,82 G 24,25 4,47 & 35,95 p=0,93
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spike-in (%)
Alignement unique sur
D. melanogaster, spike-in
(nombre de reads)
S. mansoni est en bleu, B. glabrata en orange et D. melanogaster (spike-in) en vert.

943 504 + 116 076 1060953 + 121976 W = 1708,
198 766 a 2 182 448 279340 a 3401 341 p=0,7

Pour les chronotypes, les échantillons s’alignent majoritairement sur le génome de S. mansoni.
Toutefois chez le chronotype nocturne, significativement plus de reads s’alignent sur le génome du
spike-in que sur celui de B. glabrata (p < 0,01). Cette situation n’est pas dérangeante puisque la part
de I’héte dans I'échantillon est trop faible pour étre exploitée dans des analyses bioinformatiques.
Cette faible part de I’'h6te peut s’expliquer par le fait que I’"hépatopancréas est rempli de sporocystes
et que le ratio cellule hote/parasite penche en faveur de S. mansoni. Il peut aussi étre ajouté a cela
que l'alignement se fait sur le génome d’une autre espéce que celle présente dans I'échantillon car le
génome de B. pfeifferi n’existe pas. Coté spike-in, il n’y a aucune différence significative entre les deux
chronotypes (p > 0,01), ce qui permet de faire des comparaisons biologiques. Dans les échantillons
nocturnes, I'immunoprécipitation du parasite est significativement plus importante. Ceci peut
s’expliquer soit par le fait que le chronotype nocturne a une meilleure affinité avec I'anticorps, soit
que les échantillons du chronotype nocturne contiennent plus de parasite que ceux du chronotype
diurne. Si on s’intéresse aux inputs (chromatine non immunoprécipitée des échantillons), il n’y a pas
de différence significative en termes de pourcentage d’alignement du parasite et du spike-in entre les
deux chronotypes (p>0,01). Le pourcentage d’alignement sur le génome de B. glabrata n’est pas
significativement différent avec un seuil fixé a 0,01 mais la p-value reste faible (w=1516, p = 0,02). Si
on la considere comme significative, on pourrait alors penser que les mollusques utilisés pour le
chronotype diurne étaient plus grands que pour le chronotype nocturne. Toutefois, comme le
pourcentage de parasite n’est pas significativement différent entre les deux chronotypes, il serait plus
plausible de penser que c’est tout simplement I'anticorps qui a une meilleure affinité avec le
chronotype nocturne.

11.2.2.2.1. Rythme des pics

Pour détecter le rythme de méthylation des histones, le logiciel GeneCycle (Ahdesmaki, Fokianos &
Strimmer, 2012) et le logiciel meta2d (Wu, Anafi et al.,2016) ont été utilisés. Les logiciels reposent sur
I'utilisation du test exact de Fisher. Pour pallier au risque de faux positifs dus au grand nombre de tests
a réaliser, chaque logiciel applique une correction de la p-value basée sur la méthode de Benjamini-
Hochberg, appelée BH.Q ou FDR (False Discovery rate) avec un seuil fixé a 5% de risque (BH.Q/FDR <
0,05). Un pic est considéré comme rythmique s’il est détecté dans les deux logiciels avec au moins le
seuil p-value < 0,05. Cette précaution est utilisée pour éviter une variabilité qui serait propre au logiciel
(Takahashi, Kumar et al., 2015 ; Rijo-Ferreira, Acosta-Rodriguez et al., 2020).

Les deux chronotypes confondus totalisent 6360 pics H3K4me3 détectés. Pour les analyses
rythmiques, seuls les pics avec une profondeur moyenne supérieure a 10 reads sont utilisés. Le nombre
de pics rythmiques par chronotype et logiciels sont présentés dans le Tableau_43.
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Tableau 43 : Nombre de pics H3K4me3 détectés comme rythmiques et nombre de génes associé en fonction

du logiciel et du chronotype du parasite (p < 0,05). Aucun gene n’est rythmique avec le FDR < 0,05.

Diurne Nocturne Commun aux
H3K4me3 (6163 pics (6090 pics deux
filtrés) filtrés) chronotypes
Pics 67 909 31
GeneCycle
Genes
(p-value) L, 21 815 10
associés
Pics 0 69
meta2d
Genes
(p-value) ., 0 63
associés

Aucun pic n’est détecté comme rythmique avec la FDR/BH.Q, peu importe le logiciel et le chronotype.
Pour le chronotype diurne aucun pic H3K4me3 n’est considéré comme rythmique car aucun pic n’a été
détecté avec le logiciel meta2d (Tableau_43). Pour le chronotype nocturne, 909 pics ont été détectés
comme rythmiques avec GeneCycle et 69 avec le logiciel meta2d (p < 0,05). Sur tous ces pics, seuls
deux sont communs aux deux logiciels (Figure_68). Le premier pic est le pic n°4353 qui est présent sur
le géne Smp_147140. Ce géne code pour un canal TRP (Transient Receptor Potential) cationique. Chez
la drosophile les canaux TRP sont impliqués dans les étapes intermédiaires de la phototransduction
(Montell, Jones et al., 1985). Le pic des marques H3K4me3 est nocturne et a minuit, le point temporel
juste aprés celui du pic d’émission des cercaire (20h). Le second géne est smp_340310, une alpha-1,2-
mannosidase impliqué dans la synthese des glycoprotéines. Le pic des marques H3K4me3 est entre 4h
et 8h matin.

GeneCycle 2 meta2d

4 Peak4353 : Smp 147140
' (Putative transient receptor potential cation channel)
o L o L o o L [e] L o

Peak5748 : Smp_ 340310 (alpha-1,2-Mannosidase)

Nombre de reads
G B8 & ¥

s
Nombre de reads

w

4 8 12 16 20 24 4
Heure Heure

8 12 15 20 & 12 16 20

4 8 12 16 20 24 4

Figure 68 : Profils des deux marques H3K4me3 rythmiques chez le chronotype nocturne. Chaque histogramme
a, en abscisse, les heures (points temporels) et en ordonnées le nombre de reads pour le pic sélectionné. En
fond, se trouve le profil d’émission des cercaires. Les rectangles gris symbolisent I'obscurité (O), les blancs la
lumiére (L) et les rectangles bleus la période du pic d’émission des cercaires.
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11.2.2.2.2. Genes associés aux marques H3K4me3

Si les analyses rythmiques n’ont pas été trés probantes sur un rythme de méthylation des histones,
cela ne signifie pas pour autant qu’il n’y a pas de lien avec le rythme d’émission des cercaires. Il a été
montré qu’il y a une variation du taux de méthylation des histones en fonction du stade de vie de S.
mansoni (Roquis, Taudt et al., 2018). Dans notre contexte d’étude, nous pouvons penser qu’il peut y
avoir un set de marque d’histone (ici H3K4me3) qui pourrait étre spécifique aux stades
sporocystes/cercaires intrasporocystes et qui soit impliqué dans le rythme d’émission des cercaires.
Voila pourquoi il est intéressant de regarder de plus pres les génes associés aux marques d’histone
H3K4me3. Sur les 6360 pics H3K4me3 détectés, 5537 coincident avec des genes.

Tout comme pour les genes candidats QTL, une sélection subjective basée sur la recherche de génes
de I'horloge, de la phototransduction, de I'acétylation et la méthylation des histones a été faite.
L’enrichissement GO a été fait avec Blast2GO version 5.2 en utilisant le Fisher's Exact Test (p<0,05).
L'analyse d’enrichissement Kegg pathway a été faite sur le serveur KAAS en utilisant le programme
Blast avec la méthode BBH (Bi-directional Best Hit).

11.2.2.2.3. Les genes de I’horloge (Basic Helix-Loop-Helix)

Il ny a aucun gene canonique de I'horloge dans les genes marqués H3K4me3. Toutefois, nous
retrouvons trois genes du QTL interspécifique mansoni X rodhaini (Tableau_33 partie génétique),
Smp_021340, Smp_123570 et Smp_333620 qui contiennent des motifs BHLH.

11.2.2.2.4. Les rhodopsines et autres génes impliqués dans la phototransduction

On retrouve la rhodopsine (Smp_117340) du QTL interspécifique. On retrouve aussi 6 rhodopsine-like ;
parmi elles, deux sont issues du QTL mansoni X mansoni (Smp_132730 et Smp_127310) et deux autres
du QTL interspécifique (Smp_083880 et Smp_326640). Les deux autres sont des putatives rhodospine-like
orphan (Tableau_44), c’est-a-dire des rhodopsine-like dont le ligand n’a pas encore été identifié.

Tableau 44 : Liste des génes associés aux pics H3K4me3, rhodopsine et rhodopsine-like

Intérét Chr. Identlflar‘lt Annotation GFF
(ID) du gene
Smp_170610 Putative rhodopsin-like orphan GPCR

Smp_056080 Putative rhodopsin-like orphan GPCR

Rhodopsine-like 1

Parmi les différents acteurs de la phototransduction, nous retrouvons, dans les génes marqués
H3K4me3 : la rhodopsine, la protéine G, la phosphodiesterase, la GPCR kinase (sérine/thréonine
kinase), I'arrestine, la recoverine, la protéine phosphatase 2A (PP2A), la GTPase activating protine et
la guanylyl cyclase (Tableau_45).

Tableau 45 : Liste des génes associés aux pics H3K4me3 potentiellement liés a la phototransduction
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Intérét Chr. Ident|f|a|:|t Annotation GFF
(ID) du géne
1 Smp_098760 Transducin beta-like
Protéine G 4 Smp_150080 Transducin-like enhancer protein 1

(Transducine)

QTL intraspé.

Smp_010230 et Smp_|

016630 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_075130 et Smp_|

018400 (Tableau_35)

Phosphodiestérase

2 Smp_146120 Phosphodiesterase
Putative ectonucleotide
5 Smp_153340 pyrophosphatase/phosphodiesteras
e
6 Zzg:igéggg Phosphodiesterase
7W Retinal rod rhodopsin-sensitive cgmp
Smp_151190 3',5'-cyclic phosphodiesterase,

putative

QTL intraspé.

Smp_105040 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_018360 (Tableau_35)

GPCR kinase,
sérine/

thréonine kinase
(rhodospine kinase)

Smp_176620

Smp_098840

Smp_068990

Smp_124130

Smp_097940

Smp_141230

Smp_073340

Serine/threonine kinase

Smp_210820

Protein-serine/threonine kinase

Smp_160760

Serine/threonine kinase

Smp_090890

Serine/threonine protein kinase

Smp_090980

Smp_158560

Smp_103950

Smp_040190

Smp_018290

Smp_132260

Smp_181490

Smp_000720

Smp_134910

Smp_177120

Smp_172700

Serine/threonine kinase

Smp_049760

Receptor protein serine/threonine
kinase

Smp_150860

Smp_053560

Smp_126460

Smp_041770

Serine/threonine kinase

Smp_334370

Receptor protein serine/threonine
kinase

Smp_171370

Smp_347070

Smp_123290

Smp_080730

Serine/threonine kinase
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Smp_169980

Smp_169950

Smp_155720

Smp_180400

Smp_127920

Smp_057360

Smp_125370

W

Smp_152330

Smp_097820

Smp_156990

Smp_068960

Smp_210970

Smp_094760

Smp_047190

Smp_163380

Smp_058620

Smp_094190

Smp_176580

Smp_096640

Smp_194610

Smp_151140

Smp_151100

Smp_077180

QTL intraspé.

Smp_068060, Smp_009800 et Smp_005190 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_123640, Smp_144390 et Smp_042920 (Tableau_35)

1

Smp_152290

Arrestine 2

Smp_122900

Putative beta-arrestin 1

QTL intraspé.

Smp_126080 (Tableau_27)

1

Smp_171010

Smp_159160

Putative ef-hand domain (C-
terminal) containing protein

domaine
EF-hand

QTL intraspé.

Smp_005230, Smp_136640, Smp_083740 et Smp_137410

(Tableau_27)

(Recoverine)

QTL interspé.

Smp_181460, Smp_106060, Smp_134950, Smp_018940

(Tableau_35)

Smp_176600 Serine/threonine protein
1 Smp_035430 phosphatase 2A regulatory subunit
Serine/threonine-protein
Smp_166290 phosphatase 2A activator
3 Smp_173810 Serine/threonine-protein
Protéine 4 Smp_055770 phosphatase 2A 55 kDa regulatory
phosphatase 2A suburyt B - - -
(PP2A) 5 Smp._ 153410 Putative serine/threonine protem‘
phosphatase 2a regulatory subunit A
Serine/threonine protein
IW Smp_172280 phosphatase 2a regulatory subunit

A, putative

QTL intraspé.

Smp_165490 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_308680 (Tableau_35)

GTPase activating

1
protein

Smp_069400

Putative regulator of G protein
signaling
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Ras gtpase activating protein,

Smp_072660 .
putative
3 Smp_079800 Putative gtpase activating protein
3 Smp_ 127520 P.utatl.ve regulator of G protein
signaling
4 Smp_155780 Gtpase activating protein-related

QTL intraspé.

Smp_007210, Smp_180160, Smp_028030,
Smp_094890, Smp_319130 et Smp_165530 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_138430, Smp_138500, Smp_000670 (Tableau_35)

GTPAse

1 Smp_142620
Guanylyl cyclase W Smp_019790 Guanylate cyclase
Smp_153500
1 Smp_132620 Transmembrane gtpase mfn

(Mitofusin 1) (Fzo homolog), putative

QTL intraspé.

Smp_025740 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_084940 (Tableau_35)

Chr. : chromosome ; intraspé.: intraspécifique; interspé. : interspécifique.

11.2.2.2.5. Les genes impliqués dans I"acétylation et la méthylation des histones

Parmi les génes associés a la marque H3K4me3, nous retrouvons aussi des génes qui codent pour les
histones H2A, H2B, H3 et H4, ainsi que les writer et eraser pour I'acétylation et la méthylation des

histones (Tableau_46).

Tableau 46 :

Liste des génes associés avec

la marque H3K4me3 en

lien avec les histones,

I'acétylation/désacétylation des histones et la méthylation/déméthylation des histones

Intérat Chr Identifiant Annotation
) (ID) du géne | GFF
1 Smp_053390 | Histone H4
Smp_086860 .
- Smp_031720 Histone H2A
Histone W Smp_082240 | Histone H3

QTL intraspé.

Smp_036220, Smp_210630, Smp_246990et
Smp_124840 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_000150 et Smp_027850 (Tableau_35)

Histone acétylase

Putative histone acetyltransferase type

1 Smp_178700 B catalytic subunit

2 Smp_194520

4 Smp_053140 | Histone acetyltransferase
yAYY) Smp_198670

QTL intraspé.

Smp_131320 (Tableau_27)

QTL interspé.

Smp_105910 et Smp_083930 (Tableau_35)

Histone désacétylase

1 Smp_069380 | Putative histone deacetylase 4, 5
Smp_091990 | Putative histone deacetylase 1, 2,3

2 Smp_138770 | Histone deacetylase, putative

5 Smp_093280 | Histone deacetylase

QTL intraspé.

Smp_005210 (Tableau_27)

Histone

1

Smp_140390 ‘ Histone-lysine N-methyltransferase
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méthyltransférase 3 Smp_138030
4 Smp_070170
Smp_027300
Putative histone-lysine n-
> Smp_043580 methyltransferase, setb1
- oo - H
6 Smp. 165000 Histone-lysine N-methyltransferase, H3

lysine-79 specific

W Smp_210650 | Histone-lysine N-methyltransferase
QTL interspé. | Smp_150850 (Tableau_35)

Putative lysine-specific histone
demethylase 1

QTL interspé. | Smp_000230 (Tableau_35)

Chr.: chromosome; intraspé.: intraspécifique; interspé. : interspécifique.

Histone démethylase 5 Smp_150560

11.2.2.2.6. Enrichissement GO : Processus biologique

Parmi les génes QTL mis en évidence avec 'analyse d’enrichissement GO, 4 sont associés avec la
marque H3K4me3. Le géne Smp_345020 (annotation GO sommeil) pour le QTL intraspécifique et les
génes Smp_096010 (annotation GO réponse a la chaleur), Smp_310920 et Smp_181450 (annotation
GO contraction musculaire).

Pour les 5537 genes associés a la marque H3K4me3, les analyses d’enrichissement GO n’ont pas donné
de résultats significatifs en utilisant la limite usuelle FDR < 0,05 (False Discovery Rate). Les résultats qui
suivent ont été obtenus en utilisant la limite de p < 0,05.

Parmi toutes les annotations GO, les processus métabolique et biosynthétique du pigment intriguent.
Le pigment impliqué n’est malheureusement pas photorécepteur puisqu’il s’agit de I’héme, précurseur
de I'hémoglobine (Figure_69). Ces deux annotations regroupent 10 génes qui sont impliqués dans la
synthése de I'héme (Tableau_47). Si I'héme est connu pour étre impliqué dans divers processus
biologiques, comme le transport d’oxygene, il a été montré qu’il pourrait aussi intervenir dans un
nouveau mécanisme de régulation du rythme circadien (Freeman, Kwon et al., 2019). La fixation de
I’'hnéme sur la protéine clock perturberait la liaison entre la protéine clock et les E-box (enhancer box)
qui permettent I'expression des éléments qui exercent un contréle négatif de la boucle de
rétrocontrole du rythme circadien (ex : PER, CRY).
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Revigo TreeMap

Figure 69 : Treemap revigo des résultats de I'analyse d’enrichissement GO des processus biologiques obtenus
pour les génes associés a la marque H3K4me3.

Chaque couleur représente un grand ensemble de processus biologiques. Il y a, de gauche a droite:
désacétylation des macromolécules, localisation des complexes contenant des protéines, autophagie,
phosphorylation des nucléotides, processus métabolique secondaire de I'alcool, fusion membranaire, processus
métabolique des petites molécules, génération des métabolites précurseurs et énergie, cycle cellulaire
mitotique, dérivation de I’énergie par I'oxydation des composés organiques, processus biologique impliqué dans
les interactions inter-espéces entre les organismes, processus cellulaire, régulation de la ségrégation des
chromosomes, réponse immunitaire, processus métabolique des lipides, processus du systéme immunitaire,
morphogénése des structures anatomiques, processus de reproduction, processus utilisant les mécanismes
autophagiques, processus d’apoptose, localisation, processus basé sur les filament d’actines, division cellulaire,
cycle cellulaire, organisation des composés cellulaires ou biogénése, processus métaboliques des dérivés
glucidiques, processus métabolique, ségrégation des chromosomes, processus métabolique des pigments,
mouvement basés sur les microtubules, processus de biosynthétique des pigments, reproduction, repliement
des protéines, processus métabolique de I’ATP, méthylation, prénylation et processus catabolique. La treemap
a été obtenue avec revigo (Supek, Bosnjak et al., 2011).

Tableau 47 : Liste des génes associés avec la marque H3K4me3 en lien avec I'annotation GO processus
métabolique des pigments et processus de synthése des pigments

Identifiant Annotation
GO Chr. (ID) du géne GFF
1 Smp_140790 Ferrochelatase
2 Smp_045260 5-aminolevulinate synthase
Processus 3 Smp_079840 Uroporphyrinogen-Illl synthase
métabolique | 4 Smp_137190 Frataxin homolog, mitochondrial, putative
des pigments | 5 Smp_340920 previous_stable_id=Smp_057930
et processus | 6 Smp_162280 Coproporphyrinogen oxidase
de synthese Smp_143740 Uroporphyrinogen decarboxylase
des pigments 7W Smp_333090 NA
Smp_045810 Delta-aminolevulinic acid dehydratase
Smp_095130 Putative porphobilinogen deaminase

Chr.: chromosome.
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11.2.2.2.7. Kegg pathway

Les analyses Kegg pathway montrent que les genes associés a la marque H3K4me3 sont
potentiellement impliqués dans 364 voies moléculaires différentes. Parmi toutes ces voies, neuf
retiennent notre attention, le rythme circadien, le rythme circadien chez la drosophile, le rythme
circadien chez la plante, I'entrainement circadien, la phototransduction, la phototransduction chez la
drosophile, la transduction olfactive et la transduction gustative (Tableau_48).

Tableau 48 : Liste des genes associés avec la marque H3K4me3 en lien avec les Kegg pathway sélectionnés.
Les génes et KO annotation qui sont marqué d’une étoile apparaissent dans plusieurs Kegg pathways.

Ke athwa KO Chr Identifiant Annotation
gepP v annotation ) (ID) du géne GFF
1 Smp._ 341700 AMPK‘BI domain-containing
protein
Smp_052910 Skp1l-related
Smp_099930 Putat|ye f-box. and wd40
domain protein
3 5'-amp-activated protein
K07200 v P
variant 2
4 Smp_334010 NA
Smp_ 170160 5‘—AMP—act|vated proteln .
kinase, beta subunit,putative
ZW - ifi
Rythme circadien Noh specific ) .
Smp_214100 serine/threonine protein
kinase
QTL intraspé. | Smp_315790 (Tableau_27)
1 Smp._ 341700 A:\C/I):eligl domain-containing
K07159 EAMP activated protein
W Smp_170160 . ¢ p'o ©! .
kinase, beta subunit,putative
K03094 Smp_052910 Skp1-related
3 i _
K03362 Smp_099930 Putatlye f box. and wd40
domain protein
Non-specific
K07198 ZW Smp_214100 serine/threonine protein
kinase
Rythme circadien . ,
chez la drosophile K23643 QTL interspé. | Smp_023700 (Tableau_35)
Rythme circadien | KO3097 W Smp_099030 Protein kinase
chez la plante K03115 6 Smp_025010 Casein kinase Il subunit beta
K05208 Smp_245320 ANF_re'ceptor dqmaln-
W containing protein
Smp_026560* Calmodulin 2
K02183* » p
Entrai od QTL interspé. | Smp_018940* (Tableau_35)
mramnemen 4 "koas15* W Smp_011660* | Protein kinase
rythme circadien Putati to-bind tei
1 Smp_020080 utative gtp- |n. ing pr_o ein
(1) alpha-1subunit, gnail
K04630 Putative gtp-binding protein
2 Smp_016250 &P gpP

(1) alpha-2 subunit, gnai2
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Putative gtp-binding protein

K04634* 7 S 005790*
me_ (Q) alpha-11 subunit, gnall
Putative g-protein, beta
*
K04536* 2 Smp_063640% | o\ bunit
QTL intraspé. | Smp_010230 *(Tableau_27)
K04539 QTL interspé. | Smp_075130 (Tableau_35)
K04371 Smp. 142050 Mltogen—actlvated protein
4 kinase
K04958* Smp. 336900* Inositol 1,4,5-trisphosphate
receptor
K04962 1 Smp_163570 Ryanodine receptor related
K08049 4 Smp._ 102340 Adenylate cyclase type IX,
putative
Smp_152330* Serine/threonine kinase
* W =
K04345 Smp_267270* | NA
1 Smp_020270 Voltage-dependent L-type
K04851 3 Smp_ 159990 calcium channel subunit
alpha
K04632 4 Smp. 172640 Putative gtpjbmdlng protein
alpha subunit
K05858* 2 Smp_245900* PhOSphOIhOSItIde
phospholipase C
K02677* Zw smp_241420+ | AGCkinase Cterminal
domain-containing protein
KO4536* 5 Smp._063640* Putat|ye g-protein, beta
subunit
QTL intraspé. | Smp_010230 *(Tableau_27)
Photot ducti
ototransduction | K12322 2 Smp_125450 Guanylate cyclase
K02183* A Smp_026560 Calmodulin 2
QTL interspé. | Smp_018940* (Tableau_35)
Putative gtp-binding protein
K04634* 7 S 005790*
me_ (Q) alpha-11 subunit, gnall
K05858* 2 Smp_245900* Phosphoinositide
phospholipase C
K02677* smp_241420+ | AGCkinase C-terminal
W domain-containing protein
Smp_026560 Calmodulin 2
i K02183* p =
E::;T;r;:;jou::iren QTL interspé. | Smp_018940* (Tableau_35)
Inositol 1,4,5-trisphosphate
K04958* 4 Smp_336900*
receptor
K00910* QTL intraspé. | Smp_210820* *(Tableau_27)
K04515* 2w Smp_011660* Protein kinase
K13806 Smp_128680 Lipase
K13807 5 Smp. 140770 Serme/threomr'\e-protem
phosphatase with EF-hands
1 1522
K04439 : 22?122938 Putative beta-arrestin 1
T'Ir?”st‘,j““ion QL intraspe, | SmP-210820 (Tableau_27)
oftactive K05849 Pe I Smp_152830 (Tableau_27)
K04536* 2 Smp_063640* ‘ Putative g-protein, beta
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‘ subunit
QTL intraspé. | Smp_010230 * (Tableau_27)

Smp_210820* N
*(Tableau_27) K00910

Smp_152330* Serine/threonine kinase
ZW Smp_267270* NA
Smp_026560* Calmodulin 2

K00910* QTL intraspé.

K04345*

K02183* - P
QTL interspé. | Smp_018940* (Tableau_35)
K04515* AL Smp_011660* Protein kinase
Putative g- i I
K04153 4 Smp._ 149770 utative g-protein coupled
receptor
i Smp_152330* Serine/threonine kinase
Transc!uctmn K04345* 7W P_ /
gustative Smp_267270* NA
Phosphoinositi
K05858* 2 Smp_245900* osphoinositide

phospholipase C

Chr. : chromosome ; intraspé.: intraspécifique; interspé. : interspécifique.
11.2.2.2.8. Analyses DEseq2
11.2.2.2.8.1. Comparaison des chronotypes

Pour déterminer s’il y a une différence de méthylation des histones entre les deux chronotypes de S.
mansoni, des analyses différentielles ont été réalisées avec DEseq2 (Galaxy Version 2.11.40.2) (Love,
Huber & Anders, 2014). Par convention, les pics différentiellement exprimés sont ceux qui ont une p-
ajustée < 0,01 et un log2(foldchange) (log2FC) supérieur a +1 (le pic est surreprésenté chez le
chronotype diurne) ou inférieur a -1 (le pic est surreprésenté chez le chronotype nocturne). Lors des
analyses DEseq2 entre les deux chronotypes, les échantillons se regroupent par chronotype mais aussi
par sexe (Figure_70). Comme le rythme d’émission des cercaires ne dépend pas phénotypiquement
du sexe du parasite, un pic surreprésenté est un pic qui répond aux conditions citées précédemment
lors d’une analyse DEseq2 entre les chronotypes, sexes confondus et sexes séparés (males diurnes Vs
males nocturnes et femelles diurnes Vs femelles nocturnes).

3
[

Groupe

Nocturne

9 Diurne

PC2: 24% variance

-10 T
PC1: 52% variance Q

Figure 70 : Analyse en composante principale (ACP) issue de I’analyse DEseq2 entre les chronotypes diurne et
nocturne de S. mansoni (sexe confondu). La PC1, en abscisse, est le chronotype qui explique 52% de la variance
des échantillons. La PC2, en ordonnée, est le sexe qui explique 24% de la variance des échantillons. Les
échantillons diurnes sont représentés en bleu et les nocturnes en rose. Les échantillons males représentent les
deux groupes du haut, tandis que les femelles sont les deux groupes du bas.
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11.2.2.2.8.2. Genes différentiellement marqués par H3K4me3 issus du DEseq2 entre les deux

chronotypes

Les comparaisons entre les chronotypes diurne et nocturne révelent qu’il y a plus de marques
H3K4me3 chez le chronotype diurne (Tableau_49 et Figure_71).

MA-plot Desq2: diurnes Vs nocturnes

log fold change

T T T T T T

T T T T T

2 5 10 20 50 100 200 500 1000 5000

mean of normalized counts

Figure 71: MA-plots issus des analyses DEseq2 diurnes Vs nocturnes pour H3K4me3. Les abscisses
représentent le comptage des moyennes normalisées et les ordonnées représentent le log(foldchange). Chaque
point représente un pic. Tous les points ne sont pas différents entre les chronotypes. Les points rouges sont
différentiellement présents entre les deux chronotypes. Dans ces MA-plots, les Log foldchange positifs sont

surreprésentés chez les diurnes et les log (foldchange ) négatifs sont surreprésentés chez les nocturnes.

Sur les 105 surreprésentés chez le chronotype diurne, il a 31 genes associés aux pics (Annexe 8).

Tableau_49 : Tableau récapitulatif des analyses DEseq2 entre les chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni

pour la marque H3K4me3

Nombre de pics surreprésentés Nombre de pics surreprésentés
H3K4me3 .
chez les diurnes chez les nocturnes
Desqg2 Diurne (D)
154 3
Vs Nocturne (N)
Desq2 Males D Vs
Males N 155 4
Desq2 Femelles D
Vs Femelles N 118 2
Pics co'mmuns 105 )
aux trois Desq2

Parmi ces 31 genes, aucun ne correspond a ceux sélectionnés dans les points 11.2.2.2.2. a 11.2.2.2.7.

Toutefois, trois de ces génes sont communs avec les QTLs intra et interspécifique (Tableau_49).
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Sur les deux pics H3K4me3 surreprésentés dans le chronotype nocturne, les deux sont associés a des
génes (Annexe 8). Aucun ne correspond aux genes cités précédemment ; toutefois, un des génes est
commun au QTL intraspécifique (Tableau_50).

Tableau 50 : Liste des génes associés aux marques H3K4me3 différentiellement présentes entre les deux
chronotypes et communs aux génes QTL

Identifiant Annotation .
H3K4me3 Chr. (ID) du géne GEF Annotation HHsearch
Transmembrane
1 Smp_319050 orotein 164 TMEM164
Surreprésenté Ribosomal protein 28S ribosomal protein S2,
chez les diurnes 3 Smp_085780 L10P mitochondrial
Selenoprotein
7 IK_Sel
Smp_000370 Selk/SelG SelK_SelG
Surreprésenté Gl It f beta-1,6-N-
chez les 1 Smp_127370 fa%?lgsi/ 4 ransterase, acetylglucosaminyltransferase
nocturnes (EC241102)

Chr. : chromosome.

L'utilisation d’un spike-in avec la marque H3K4me3 ne perturbe pas I'immunoprécipitation de la
chromatine du parasite puisque la majorité de I'alignement de I'échantillon se fait sur le génome de S.
mansoni. La détection d’'un rythme de la marque H3K4me3 s’est révélée infructueuse pour le
chronotype diurne, et seulement deux pics ont été détectés pour le chronotype nocturne. Ces résultats
peuvent s’expliquer de plusieurs manieres. Soit, il N’y a tout simplement pas de rythme avec la marque
H3K4me3, soit le rythme provient d’oscillations trop faibles pour qu’il soit détecté par les logiciels. Les
logiciels de détection de rythme ont été initialement créés pour analyser des données de RNA-seq. Ces
logiciels sont d’autant plus efficaces que le signal est fort (Laloum & Robinson-Rechavi, 2020). Une des
solutions pour pallier a ce probléme serait d’étre moins sévére dans les critéres de sélection des pics,
au risque d’avoir des faux positifs. Une autre solution serait de refaire I'expérience avec plus de
répliquas pour augmenter le signal. Enfin une autre solution est de voir le probléme sous un autre
angle et de coupler ces résultats avec le rythme d’expression des genes qui codent pour les « writers »
et les erasers » (ici histone méthyltransférase et histone déméthylase).

A défaut d’étudier un rythme H3K4me3, I’étude des genes associés a la marque H3K4me3 s’est révélé
intéressante puisque I'on retrouve certains génes issus des QTLs intra- et interspécifiques. Tout comme
dans la partie QTL mapping, aucun géne canonique de I'horloge n’a été détecté, conformément aux
résultats de Rawlinson, Reid et al. (2021). La sélection subjective basée sur I’annotation du génome et
les résultats HHsearch ont par contre mis en évidence d’autres genes impliqués dans la
phototransduction et plus largement dans la transduction des signaux environnementaux que ceux
déja mis en avant par les QTLs (Figure_72). Cette sélection a aussi mis en évidence des génes avec un
motif BHLH de type Myc et aussi des genes impliqués dans la modification des histones (acétylation et
méthylation).

L'analyse différentielle des pics H3K4me3 entre les chronotypes a montré qu’il y avait plus de
méthylation dans le chronotype diurne. Il est intéressant de voir que parmi les génes associés aux
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marques H3K4me3 surreprésentés dans I'un ou l'autre des chronotypes on retrouve des génes issus
des QTLs intra et interspécifiques.

Enfin, I'analyse différentielle entre les chronotypes a révélé qu’il y avait plus de marque H3K4me3 chez
le diurne. Ces résultats sont intéressants dans une perspective de différenciation des parasites.

146



Partie Il : Rythme-Epigénétique

[ H3K4me3 ]

Chronotype diurne ‘ ‘ Chronotype nocturne
Pas d’influence du
spike-in
Détection rythme ]
}‘ Détection rythme  peassism e

Pas de pic H3K4me3 !
rythmique ' “

Deux pics rythmiques

5537/6360 pics coincident avec des génes, parmi eux : \

* Pas de géne canonique de I'horloge

* Présence de génes avec domaine BHLH

* Présence de génesrhodopsine etrhodopsine-like

* Présence des acteurs de la phototransduction (Rhodopsine, Protéine G,
Phosphodiestérase, GPCR kinase (domaine sérine/thréonine kinase), Arrestine, Recoverine
(domaine EF-hand), PP2A, GTPase activating protein, Guanylate cyclase et GTPase )

* Présence de geénes lié a la modification d’histones ( Histone H2A, H3 et H4, Histone
acétylase, Histone désacétylase et histone méthyltransférase)

* Enrichissement GO : Synthése des pigments (Heme)

* Kegg pathways : Rythme circadien, Rythme circadien chez la drosophile, Rythme
circadien chez la plante, Entrainement circadien, Phototransduction, Phototransduction

Kchez la drosophile, Transduction olfactive et Transduction gustative.

‘ DEseq2 ’ DEseq2 ]I
105 pics surreprésentés correspondants a 31 génes dont: 2 pics surreprésentés correspondants a 2 génes dont:
* 3 genesissus des QTLs intra etinterspécifiques * 1geneissus des QTLs intraspécifiques
* Aucun géne issus de la sélection ci-dessus * Aucun issus de la sélection ci-dessus

[ Plus de marques H3K4me3 chez les males ]

Figure 72 : Bilan de la marque H3K4me3 pour les chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni.
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11.2.2.3. H3K9ac

La moyenne et les variations individuelles du nombre total et du pourcentage d’alignement des reads
par échantillon selon chaque chronotype sont présentées dans le Tableau_51. Pour les analyses, seuls
les échantillons avec un minimum de 1 500 000 reads alignés uniquement sur le génome de S. mansoni
ont été gardés (cf explication au point H3K4me3). Pour le chronotype diurne, deux échantillons sont
en dessous de cette limite des 1 500 000 reads malgré la réalisation de ChIPmentation sur de nouveaux
individus. Ces deux échantillons représentent tous les deux le point temporel 16h pour le 1 jour
d’échantillonnage.

Tableau 51 : Nombres et pourcentages d’alignement des reads moyens, accompagnés des variations
individuelles, pour les parasites diurne et nocturne de S. mansoni pour les échantillons de I'expérience
épigénétique H3K9ac.

Moyenne + ES Test de
H3K9ac Variations individuelles Wilcoxon-
Diurne (N=31) Nocturne (N=33) Mann-Whitney
Nombre total de reads 6404 906 + 218 958 5951099 + 213 251 W =1413,
4150315010542 122 3834352 a 8665900 p=0,02
Alignement sur 60,05 + 2,96 69,60 + 2,33 W =652,
S. mansoni (%) 35,40a 87,78 37,91 a 93,44 p =0,0007
Alignement unique sur 40,86 + 2,28 49,98 + 1,89 W =604,
S. mansoni (%) 19,45 a 64,39 26,290 71,11 p =0,0002
Alignement unique sur
S. mansoni (nombre de 2664 144 + 146 886 2941751 + 133 257 W =773,
’ 1548 151 a 4 139 708 1551133a4375208 p=0,01
reads)
Alignement sur 17,31+ 1,84 12,48 + 1,30 W = 1475,
B. glabrata (%) 3,73 a 33,66 1,91 a 34,40 p =0,005
Alignement unique sur 8,87+ 0,93 6,23 + 0,68 W = 1461,
B. glabrata (%) 1,59a417,18 0,69a17,75 p = 0,006
Alignement unique sur
B. glabrata (nombre de 553 368 + 63 308 380489 +50 858 W =1494,
9 105697 a 1363 188 35216 a 1536 665 p =0,003
reads)
Alignement sur
D. melanoaaster 7,91 +1,46 6,91+ 0,95 W =1308,
T g ’ 0,67 a 32,36 0,76 a 19,49 p=0,12
spike-in (%)
Alignement unique sur
D. melanoaaster 5,56 £ 1,09 4,86 + 0,69 W =1283,
T g ’ 0,35a 23,61 0,40a 13,97 p=0,17
spike-in (%)
Alignement unique sur
D. melanoaaster. spike-in 374 478 + 89 342 294 899 + 42 222 W =1325,
' gaster, sp 17981 & 2 487 191 22340 4 709 396 p=0,09
(nombre de reads)

S. mansoni est en bleu, B. glabrata en orange et D. melanogaster (spike-in) en vert.

Pour les chronotypes, les échantillons s’alignent majoritairement sur le génome de S. mansoni, puis
vient celui de B. glabrata et enfin celui de D. melanogaster. Le nombre de reads qui s’aligne sur le
génome de I'hOte est trop faible pour étre exploité dans des analyses bioinformatiques. Cette faible
part de I'hote peut s’expliquer par le fait que I’'hépatopancréas est rempli de sporocystes et que le
ratio cellule hote/parasite penche en faveur de S. mansoni. |l peut aussi étre ajouté a cela que
I'alignement se fait sur le génome d’une autre espece que celle présente dans I’échantillon car celui
de B. pfeifferi n’existe pas.
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Coté spike-in, il n’y a aucune différence significative entre les deux chronotypes (p > 0,01), ce qui
permet de faire des comparaisons biologiques. Dans les échantillons nocturnes, I'immunoprécipitation
du parasite est significativement plus importante (p < 0,01). On peut tirer les mémes conclusions
gu’avec la marque H3K4me3 car les inputs sont les mémes. Dans les deux expériences, la chromatine
des échantillons nocturnes a une meilleure affinité avec I'anticorps que celle des échantillons diurnes.

11.2.2.3.1. Rythme des pics

La détection de I'acétylation des histones se fait de la méme facon qu’avec la marque
H3K4me3 (cf 11.2.2.2.1. Rythme des pics).

Les deux chronotypes confondus totalisent 566 pics H3K9ac détectés. Pour les analyses rythmiques,
seuls les pics avec une profondeur moyenne supérieure a 10 reads sont utilisés. Le nombre de pics
rythmiques par chronotype et logiciels sont présentés dans le Tableau_52.

Tableau 52 : Nombre de pics H3K9ac détectés comme rythmiques et nombre de génes associés en fonction du
logiciel et du chronotype du parasite (p < 0,05)

Diurne Nocturne Communs aux
H3K9ac (453 pics (483 pics deux
filtrés) filtrés) chronotypes
. 35 (dont 11
GeneCycle Pics 22 FDR < 0,05) 14
(p-value) Genes 4 3 (dont 1 FDR 5
associés < 0,05)
meta2d Ff|cs 0 3
Genes
(p-value) o, 0 0
associés

Aucun pic n’est détecté comme rythmique avec la FDR/BH.Q, sauf avec le logiciel GeneCycle pour le
chronotype nocturne. Pour le chronotype diurne, aucun pic H3K9ac n’est considéré comme rythmique
car aucun pic n’a été détecté avec le logiciel meta2d (Tableau_51). Pour le chronotype nocturne, 35
pics ont été détectés comme rythmiques avec GeneCycle et 3 avec le logiciel meta2d (p < 0,05). Sur
tous ces pics, un seul est commun aux deux logiciels (Figure_73), le n°408. Ce pic n’est pas associé a
un géne mais a une région de répétition en tandem (ici région non codante qui contient des motifs
nucléotidiques répétés). Le pic des marques H3K9ac est au point temporel 20h soit en méme temps
que le pic d’émission des cercaires.
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GeneCycle ! meta2d

Peak408 : Région de répétitionsen tandem

o] L o L o

Nombre de reads

LI LI H
4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20

Heure

Figure 73 : Profil de la marque H3K9ac rythmique chez le chronotype nocturne. Chaque histogramme a, en
abscisse, les heures (points temporels) et, en ordonnées, le nombre de reads pour le pic sélectionné. En fond se
trouve le profil d’émission des cercaires. Les rectangles gris symbolisent I'obscurité (O), les blancs la lumiére (L)
et les rectangles bleus la période du pic d’émission des cercaires.

11.2.2.3.2. Genes associés aux marques H3K9ac

Sur les 566 pics H3K9ac détectés, 93 coincident avec des genes. Tout comme pour les genes candidats
QTL, une sélection subjective basée sur la recherche de genes de I'horloge, de la phototransduction et
de I'acétylation et la méthylation des histones a été faite. L’enrichissement GO a été fait avec Blast2GO
version 5.2 en utilisant le Fisher's Exact Test (p<0,05). L'analyse d’enrichissement Kegg pathway a été
faite sur le serveur KAAS en utilisant le programme Blast avec la méthode SBH (Single-directional Best
Hit).

[1.2.2.3.3. Les genes de I’horloge (Basic Helix-Loop-Helix)

Il n’y a aucun géne canonique de I'horloge, ni de protéine au motif BHLH dans les génes marqués
H3K9ac.

11.2.2.3.4. Les rhodopsines et autres génes impliqués dans la phototransduction

Il 'y a aucune rhodopsine dans les genes associés aux marques H3K9ac mais on retrouve un gene
rhodopsine-like Smp_134100 (chromosome 3) qui code pour un récepteur couplé aux protéines G.
Parmi les différents acteurs de la phototransduction, nous retrouvons, dans les génes marqués
H3K9ac, uniguement une sous-unité y (gamma) de la protéine G (Smp_205760, chromosome 3).
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11.2.2.3.5. Les genes impliqués dans I'acétylation et la méthylation des histones

Parmi les génes associés a la marque H3K9ac, aucun n’est en rapport avec les histones et la
modification d’histone.

[1.2.2.3.6. Enrichissement GO : Processus biologique

Pour les génes associés a la marque H3K9ac, les analyses d’enrichissement GO n’ont pas donné de
résultats significatifs en utilisant la limite usuelle FDR < 0,05 (False Discovery Rate). Les résultats qui
suivent ont été obtenus en utilisant la limite de p < 0,05.

Parmi toutes les annotations GO, le grand sous-ensemble régulation de I'activité catalytique est
intéressant puisqu’il contient les annotations GO régulation de la réponse a un stimulus, régulation de
la transduction du signal médié par des petites GTPases, transduction du signal médié par des petites
GTPases et transduction du signal des protéines ARF (ADP-ribosylation factor) (Figure_74). Ces quatre
annotations regroupent deux genes qui sont Smp_147020 dans le chromosome 6 (putative arf6
guanine nucleotide exchange factor) qui fait partie des génes candidats du croisement intraspécifique
et Smp_124660 dans le chromosome 2 (guanyl-nucleotide exchange factor). Les guanines exchange
factor qui interagissent avec les protéines Arf sont impliqués dans le trafic vésiculaire. Il a été montré
chez la souris que I'interaction entre la guanine exchange factor (EFA6A) et Arf6 pourrait avoir un role
dans un sous-compartiment des processus photorécepteurs périsynaptique (Katsumata, Honma et al.,
2008).

Revigo TreeMap

Figure 74 :Treemap revigo des résultats de I’'analyse d’enrichissement GO des processus biologiques obtenus
pour les génes associés a la marque H3K9ac. Chaque couleur représente un grand ensemble de processus
biologiques. Il y a de gauche a droite : la régulation de I’activité catalytique, la localisation protéique au site de
sortie du réticulum endoplasmique, le processus des nRNA (small nuclear RNA), la désacylation des
macromolécules et la respiration cellulaire. La treemap a été obtenue avec revigo (Supek, Bosnjak et al., 2011).
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Une autre annotation intéressante est la respiration cellulaire qui contient deux génes différents. Le
géne Smp_900070 qui code pour un cytochrome B et le géne Smp_900090 qui code pour la sous-unité
4 de la NADH déshydrogénase. Si de prime abord ces deux genes sont impliqués dans la respiration
cellulaire dans la mitochondrie, il a été montré chez le champignon Schizosaccharomyces
pombe que le cytochrome B était un composant essentiel dans la photosynchronisation de I'horloge
circadienne (Kippert, Ninnemann & Engelmann, 1991).

11.2.2.3.7. Kegg pathway

Les analyses Kegg pathway montrent que les genes associés a la marque H3K9ac sont potentiellement
impliqués dans 23 voies moléculaires différentes. Parmi toutes ces voies, aucune ne concerne le
rythme circadien, I'entrainement circadien ou encore la transduction des signaux lumineux, olfactifs
et gustatifs.

11.2.2.3.8. Analyses DEseq2
11.2.2.2.8.1. Comparaison des chronotypes

Pour déterminer s’il y a une différence d’acétylation des histones entre les deux chronotypes de S.
mansoni, des analyses différentielles ont été réalisées avec DEseq2 (Galaxy Version 2.11.40.2) (Love,
Huber & Anders, 2014) selon les mémes conditions que la marque H3K4me3 (l11.2.2.2.8. Analyses
DEseq2). Lors des analyses DEseq2 entre les deux chronotypes, les échantillons se regroupent par
chronotype mais aussi par sexe (Figure_75). Comme le rythme d’émission des cercaires ne dépend pas
phénotypiquement du sexe du parasite, un pic surreprésenté est un pic qui répond aux conditions
citées précédemment lors d’une analyse DEseg2 entre les chronotypes, sexes confondus et sexes
séparés (males diurnes Vs males nocturnes et femelles diurnes Vs femelles nocturnes).

o} e}

Groupe

Nocturne

* Diurne

PC2: 21% variance
s

-

-10 0 ‘
Q PC1: 42% variance Q

Figure 75 : Analyse en composante principale (ACP) issue de I'analyse DEseq2 entre les chronotypes diurne et
nocturne de S. mansoni (sexes confondus) pour la marque H3K9ac. La PC1, en abscisse est le chronotype qui
explique 52% de la variance des échantillons. La PC2, en ordonnée est le sexe qui explique 21% de la variance
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des échantillons. Les échantillons diurnes sont représentés en bleu et les nocturnes en rose. Les échantillons
males représentent les deux groupes du haut tandis que les femelles sont les deux groupes du bas.

11.2.2.3.8.2. Genes différentiellement marqués par H3K9ac entre les deux chronotypes

Les comparaisons entre les chronotypes diurne et nocturne révelent qu’il y a plus de marque H3K9ac
chez le chronotype nocturne (Tableau_53 et Figure_76).

MA-plot Desq2: diurnes Vs nocturnes

I R
-

log fold change

T T T
1e-02 1e+00 1e+02

mean of normalized counts

Figure 76 : MA-plots issus des analyses DEseq2 diurnes Vs nocturnes pour H3K9ac. Les abscisses représentent
le comptage des moyennes normalisées et les ordonnées représentent le log(foldchange). Chaque point
représente un pic. Tous les points ne sont pas différents entre les chronotypes. Les points rouges sont
différentiellement présents entre les deux chronotypes. Dans ces MA-plots, les Log foldchange positifs sont
surreprésentés chez les diurnes et les log (foldchange ) négatifs sont surreprésentés chez les nocturnes.

Sur les 92 surreprésentés chez le chronotype nocturne, il y a 17 genes associés aux pics (Annexe 9).
Chez le chronotype diurne, sur les 32 pics surreprésentés, il y a 2 génes associés (Annexe 9).

Tableau 53 : Tableau récapitulatif des analyses DEseq2 entre les chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni
pour la marque H3K9ac

Nombre de pics surreprésentés

Nombre de pics surreprésentés

aux trois Desq2

H3K3ac chez les diurnes chez les nocturnes
Venocture (1) * =
Desqﬁ/lI;\/lltz:;elfl D Vs 36 99
Veremellesn e “

Pics communs 32 92
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Parmi les geénes associés aux pics H3K9ac surreprésentés chez les nocturnes, nous retrouvons trois
génes sélectionnés dans les points précédents concernant H3K9ac (Tableau_53). De plus, nous
retrouvons aussi des genes candidats des QTL intraspécifique et interspécifique (Tableau_53). Il est
aussi intéressant de noter que certains de ces genes sont co-marqués par H3K9ac et H3K4me3

(Tableau_54).

Tableau 54 : Liste des génes associés aux marques H3K9ac différentiellement présentes entre les deux

chronotypes et communs aux génes QTL et/ou sélectionnés dans les points précédents

H3K9ac Chr Identifiant Annotation Annotation Origine de la
) (ID) du géne | GFF HHsearch sélection
Guanine Potentiellement lié
nucleotide- ala
3 Smp_205760 binding protein phototransduction
subunit gamma (protéine G)
Cytochrome b
Smp_900070 (mitochondrion)
Sur- 7_MITO NADH Annc')tat.lon GO, '
dehydrogenase respiration cellulaire
représenté Smp_900090 subunit 4
chez les (mitochondrion)
nocturnes beta-1,6-N-
Glycosyl acetylglucosami
1 Smp_127370 ]E;e::]ﬂislfeizse, nylransferase QTL intraspécifique
y (E.C.2.4.1.102)
Smp_308470 | SEA domain SEA
Forkhead- RNA-binding . (g
3 TL interspécifique
Smp_084540 | associated (FHA) | protein 5, Qart | pecitiqu
domain Survival motor
sur- guanine
représenté : nucleotide . -
chez les 6 Smp_147020 | Sec7 domain exche_mge QTL intraspécifique
diurnes protein

Chr. : chromosome.

Parmi les deux génes associés aux pics H3K9ac surreprésentés chez les diurnes, nous retrouvons un
géne sélectionné dans les points précédents qui fait partie des génes candidats du QTL intraspécifique
(Tableau_54). Il est aussi intéressant de noter que ces deux genes sont co-marqués par H3K9ac et
H3K4me3 (Tableau_55).

Tableau 55 : Liste des genes associés aux marques H3K9ac différentiellement présentes entre les deux
chronotypes qui sont co-marqués avec H3K4me3
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H3K9ac et Chr Identifiant Annotation Annotation HHsearch
H3K4me3 ) (ID) du géne | GFF
Sur-
représenté betal 6.N
eta-1,6-N-
chez les 1 (arfL , Smp_127370 Gly(;osyl transferase, acetylglucosaminyltransferase
nocturnes | intraspé.) family 14 (E.C.2.4.1.102)
H3K4me3
et H3K9ac
1 Smp_158570 | NA
Putative glucosamine-
2 Smp_011220 | fructose-6-phosphate
aminotransferase
Guanine nucleotide-
3 Smp_205760 | binding protein subunit
gamma
5 Smp._ 327560 Th|ore'd.oxm domaln—
Sur- containing protein
représenté | 6 Smp_341570 | NA
hez | i in-
chez les 7 Smp._ 010380 Isochc'm.smatase .domam
nocturnes containing protein
H3K9ac Cytochrome b
Smp_900070 (mitochondrion)
7_MITO Smp_900080 | NA
NADH dehydrogenase
Smp_900090 | subunit 4
(mitochondrion)
TL
ignfc(elrs 6. | smo 084540 Forkhead-associated RNA-binding protein 5,
) pe. P (FHA) domain Survival motor
Sur- 6 Smp_336310 | NA
représenté
hez | i i
c' ezles §(QTL , Smp_147020 | Sec7 domain guanine nucleotide exchange
diurnes intraspé.) - protein
H3K9ac

Chr.: chromosome; intraspé.: intraspécifique; interspé. : interspécifique.

Tout comme la marque H3K4me3, I'utilisation d’un spike-in avec la marque H3K9ac ne perturbe pas
I'immunoprécipitation de la chromatine du parasite puisque la majorité de I'alignement de
I’échantillon se fait sur le génome de S. mansoni. De la méme fagon qu’H3K4me3, la détection d’un
rythme de la marque H3K9ac s’est révélée infructueuse pour le chronotype diurne, et seulement un
pic a été détecté pour le chronotype nocturne. Le pic rythmique atteint son sommet a 20h soit en
méme temps que le pic d’émission des cercaires du chronotype nocturne. Ce pic H3K9ac nocturne est
associé a une région non codante de répétition en tandem du génome qui pourrait représenter une
piste supplémentaire pour I'étude du rythme d’émission des cercaires. Cette trés faible présence de
pic H3K9ac rythmique s’explique de la méme fagon que pour la marque H3K4me3.

L'étude des genes associés a la marque H3K9ac ne s’est pas révélée aussi prolifique que la marque
H3K4me3 (Figure_77). On notera tout de méme la mise en évidence d’un autre gene rhodopsine-like.
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Toutefois, il N’y a pas de marque H3K9ac associée au géne SmRho (smp_104210) comme rapporté par
Cosseau, Azzi et al., 2009. Cette différence avec leurs travaux peut s’expliquer par le fait que leurs
expériences ont été menées sur des cercaires libres d’une autre souche de S. mansoni. La différence
peut donc étre interprétée soit comme une spécificité due a la souche du parasite (Oman ou Porto
Rico) soit a une spécificité du stade (cercaire libre, contre sporocyste et cercaires intrasporocystes).

L’analyse différentielle des pics H3K9ac entre les chronotypes a montré qu’il y avait plus d’acétylation
dans le chronotype nocturne. Il est intéressant de voir que, parmi les genes associés aux marques
H3K9ac surreprésentées dans I'un ou I'autre des chronotypes, on retrouve non seulement des génes
issus des QTLs intra et interspécifiques mais aussi des genes qui sont co-marqués avec H3K4me3. Les
marques H3K4me3 et H3K9ac sont toutes les deux des marques associées a l'activation de la
transcription, ce qui peut mettre en avant I'importance du réle de ces génes co-marqués pour le
parasite.

Enfin, I'analyse différentielle entre les chronotypes a révélé qu’il y avait plus de marque H3K9ac chez
les nocturnes. Couplé avec les résultats de la marque H3K4me3, il est intéressant de voir que I'on peut
différencier des individus parasites par leur chronotype. Ces résultats ouvrent la possibilité d’établir
des profils de marques épigénétiques pour différencier les différents chronotypes de schistosomes.
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[ H3K9ac ]

Chronotype diurne ’ | ‘ Chronotype nocturne
Pas d’influence du
spike-in
Détection rythme ]
]‘ Détection rythme PRaAAZA Pigian e petmcrs e ardden

Pas de pic H3K9ac
rythmique

1 pic rythmique

f 93/566 pics coincident avec des génes, parmi eux : \
* Pas de géne canonique de I'horloge

* Pas de génes avec domaine BHLH

* Présence de génes rhodopsine-like

* Présence d’ acteurs de la phototransduction (Rhodopsine-like, Protéine G,)

* Pasde geéne lié a la modification d’histones

* Enrichissement GO : Régulation de I'activité catalytique et Respiration cellulaire

* Pas de Kegg pathways lié au rythme et entrainement circadien, ni a la transduction de
\ signaux environnementaux. /
\‘ DEseq2 ‘ DEseq2 ]I
32 pics surreprésentés correspondant a 2 génes dont: 92 pics surreprésentés correspondant a 17 génes dont:
* 1geneissu_ de la sélection ci-dessus qui appartient * 3 genesissus de la sélection ci-dessus
aux QTLs intraspécifiques * 3 genes des QTLs intra- et interspécifiques
Les 2 génes sont comarqués avec H3K4me3 13 génes sont comarqués avec H3K4me3

[ Plus de marque H3K9ac chez les femelles ]

Figure 77 : Bilan de la marque H3K9ac pour les chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni.
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1.2.3. RNA-seq

Dans le cadre de I’étude d’un rythme, la transcriptomique permet de mettre en évidence les génes qui ont une
expression rythmique, et donc d’identifier ceux potentiellement impliqués dans le phénotype. L'étude de cette
expression se fait au travers de la technique de RNA-sequencing (RNA-seq) qui quantifie les ARNm présents dans un
échantillon, couplée a un logiciel de détection des rythmes dans une cinétique d’échantillons. Chez S. mansoni, une
seule étude de transcriptomique rythmique a été menée et c’était sur le stade adulte (Rawlinson, Reid et al., 2021).
Cette étude révele ainsi qu’il n’y a aucun gene principal de I’horloge présent dans le génome de S. mansoni.

L’objectif de ce chapitre est donc de déterminer quels sont les génes rythmiques au stade sporocyste/cercaires intra-
sporocystes et de croiser ces résultats avec les génes candidats identifiés dans les approches de génétique et
d’épigénétique. Pour cela, un RNA-seq a été effectué sur des morceaux d’hépatopancréas et d’ovotestis parasités par
chacun des chronotypes de S. mansoni.

Le premier point de ce sous chapitre sera consacré a une présentation de la méthode utilisée, le second point
présentera les genes rythmiques et le dernier point fera le lien entre les trois approches moléculaires en étudiant les
différents genes candidats sélectionnés.

[1.2.3.1. Méthode

La méthode de RNA-seq se divise en plusieurs étapes : I’échantillonnage biologique, la préparation moléculaire des
échantillons et les analyses bioinformatiques des données. Ces expériences sont issues d’une collaboration avec
I’équipe de Tim Anderson du Texas Biomedical Research Institute. L'échantillonnage biologique a été réalisé a
Perpignan et est commun avec |'expérience d’épigénétique. La préparation moléculaire des échantillons a été réalisée
au Texas par Robbie Diaz et Amanda Strickland de I’équipe de Tim Anderson. L’analyse bioinformatique a été réalisée
entre les deux sites. L’échantillonnage biologique consiste a récupérer des hépatopancréas et ovotestis de B. pfeifferi
infestés par S. mansoni. La préparation moléculaire des échantillons consiste a extraire I’ARN des échantillons, a isoler
les ARNm grace a leur queue polyA et a faire une transcription inverse (convertir ARN en ADN complémentaire).
L’ADNCc est ensuite séquencé. L’analyse bioinformatique consiste dans un premier temps a faire un alignement contre
la version 7 du génome de S. mansoni, avec STAR (Dobin, Davis et al., 2013) puis de faire un comptage des transcrits
pour chaque géne avec RSEM (Li & Dewey, 2011). La méthode détaillée de |la préparation moléculaire ainsi que le
détail du script utilisé pour I'alignement et le comptage des transcrits sont similaires a ceux utilisés dans Clec’h,
Chevalier, Mattos et al. (2021). La détection des génes rythmiques s’est faite avec 3 logiciels différents pour éviter les
biais (Takahashi, Kumar et al., 2015) : GeneCycle (Ahdesmaki, Fokianos & Strimmer, 2012), empirical-JTK (Hutchinson,
Maienschein-Cline et al., 2015) et meta2d (Wu, Anafi et al.,2016).

11.2.3.2. Geénes rythmiques

Deux RNA-seq ont été menés dans le cadre de cette these. L’expérience principale a été conduite sur des parasites
ayant été laissés sous photopériode équilibrée classique (L-O). La seconde expérience utilise, quant a elle, des parasites
qui ont subi 10 jours de photopériode inversée (O-L). Cette seconde expérience sert de complément a la premiére
dans la sélection de génes d’intérét et ne sera donc pas développée.

Pour détecter le rythme d’expression des genes de S. mansoni, le logiciel GeneCycle (Ahdesmaki, Fokianos & Strimmer,
2012), le logiciel empirical-JTK (Hutchinson, Maienschein-Cline et al., 2015) et le logiciel meta2d (Wu, Anafi et al., 2016)
ont été utilisés. Les logiciels reposent sur 'utilisation du test exact de Fisher. Pour pallier au risque de faux positifs dus
au grand nombre de tests a réaliser, chaque logiciel applique une correction de la p-value basée sur la méthode de
Benjamini-Hochberg, appelée BH.Q ou FDR (False Discovery rate) avec un seuil fixé a 5% de risque (BH.Q/FDR < 0,05).
Pour le cas du logiciel empirical-JTK, la correction de la p-value que nous avons utilisée est la méthode Bonferroni
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(appelé BF), avec un seuil fixé a 5% de risque (BF < 0,05). La méthode de Bonferroni est plus restrictive que la méthode
Benjamini-Hochberg. Un pic est considéré comme rythmique s’il est détecté dans au moins deux des trois logiciels
avec au moins le seuil p-value < 0,05. Cette précaution est utilisée pour éviter une variabilité qui serait propre au
logiciel (Takahashi, Kumar et al., 2015 ; Rijo-Ferreira, Acosta-Rodriguez et al., 2020).

Pour les analyses rythmiques, seuls les génes avec une expression moyenne supérieure a 10 reads ont été utilisés. Le

nombre de genes rythmiques par chronotype et logiciel est présenté dans le Tableau_56.

Tableau 56 : Nombre de génes détectés comme rythmiques en fonction du logiciel et du chronotype du parasite (p < 0,05) pour
les échantillons en photopériode équilibrée

Condition Diurne Nocturne
pl;?;ﬁi:?ede Seuil (9832 genes exprimés) (9901 genes exprimés)
GeneCycle p-val 1050 1155
(Nombre de genes) FDR 465 189
Empirical-JTK p-val 5507 4188
(Nombre de genes) BF 1369 297
Meta2d p-val 407 11
(Nombre de genes) BH.Q 32 0
Commun p-val 703 411

Environ 7% des génes sont rythmiques dans le chronotype diurne contre 4% pour le chronotype nocturne. Sur les 1114
génes détectés comme rythmiques, 28 sont communs au chronotype diurne et nocturne (Figure_78), ce qui implique
qgue la majorité des genes rythmiques sont propres a chaque chronotype.

GeneCycle e-ITK GeneCycle e-ITK

Chronotype diurne Chronotype nocturne

Figure 78 : Diagramme des génes rythmiques en fonction des logiciels et des chronotypes.
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11.2.3.2.1. Les génes communs aux deux chronotypes

Sur les 28 génes communs, il y a un gene issu du QTL interspécifique (Smp_313310) potentiellement impliqué dans la
transduction et un géne marqué par H3K4me3 (Smp_045260) (Tableau_57). On retrouve aussi une putative otopetrin
qui est un canal a proton impliqué dans la transduction du go(t acide (Ramsey & DeSimone, 2018) dont le pic
d’expression diurne est a 12h (le jour, pendant le pic) et le pic d’expression nocturne a 4h (la nuit). Les analyses
d’enrichissement GO et de Kegg pathway n’ont pas donné de résultat intéressant a développer ici.

Tableau 57 : Liste des génes communs aux chronotypes diurne et nocturne avec le pic d’expression des génes

Pic
Pic expressio
Chr. Gene ID GFF annotation HHsearc.h expression | n i
annotation .
Diurne (h) | Nocturne
(h)
Smp_ 121990 Glycerol-3-phosphate 3 4
dehydrogenase
Smp_149710 | NA 16 24
1 Smp_ 160710 PL.Jtative upstream 3 16
stimulatory factor
Smp_169360 | Putative kinesin 12 4
Smp_202260 | NA 12 16
Smp_314800 | NA 12 4
Smp_045260 5-aminolevulinate 3 4
synthase
Smp_161210 | NA 8 4
2 Smp_310750 | NA 8 4
Smp_316380 | NA 8 4
Smp_328260 | NA 20 20
Smp_050280 | 60S ribosomal protein L31 20 24
Smp_172590 | Carboxypeptidase 8 4
Smp_197860 | Putative gelsolin 12 4
smp_312580 | Friposyltran domain- 8 20
containing protein
4 Sarcoplasmic
calcium-
binding protein
Smp_313310 | EF-hand domain {Amphioxus 16 12
(Branchiostoma
lanceolatum)
[TaxId: 77401}
5 Smp_ 125660 I-!eterogeneous f]uclear 12 4
ribonucleoprotein-related
6 Smp_183710 | Putative actin 4 24
Smp_203130 | NA 8 4
Mername-AA217
Smp_ 125080 | hypothetical peptidase 12 4
. (M14 family)
Smp_130280 | Cell polarity protein 12 4
Smp_152940 | Putative otopetrin 12 4
Smp_337880 | NA 8 20
ZW Smp_091790 | NA 16 12
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Smp_128440 | Putative runandfyve 12 4
domain containing protein

Smp_245290 | NA 12 4

Smp_306990 | NA 8 4

Smp_344820 | NA 12 4

Chr. : Chromosome.

Chez le chronotype diurne, la majorité des pics d’expression des genes communs a lieu a 8h et 12h (Tableau_58), soit
4h avant le pic ou pendant le pic d’émission des cercaires. Chez le chronotype nocturne, I’écrasante majorité des pics
d’expressions a lieu a 4h (Tableau_57), soit 16h avant le pic d’émission des cercaires.

Tableau 58 : Répartition des pics d’expression des génes rythmiques dans les deux chronotypes

Nombre des pics d’expression des Nombre des pics d’expression des
Heures . . . \ .
genes rythmiques Diurnes genes rythmiques Nocturnes
4 1 18
8 11 0
12 11 2
16 3 2
20 2 3
24 0 3
Total des pics
d’expression
diurne (8h, 12h, 25 4
16h)
Total des pics
d’expression
nocturne (4h, 3 24
20h, Oh)

Sion s’intéresse a I’heure des pics d’expression entre les chronotypes, on observe différents types de comportement.
Il'y atout d’abord les genes qui ont le méme profil d’expression entre les deux chronotypes (Smp_328260) (Figure_79).
Ce résultat peut indiquer que le géne est un acteur commun aux deux chronotypes dans le mécanisme du rythme
d’émission des cercaires ou que ce gene occupe une fonction commune mais dans un processus biologique
indépendant du rythme d’émission des cercaires. Un comportement inverse est observé ou l|'expression est
diamétralement opposée (Smp_312580).

o L o L o

160

140

120

100

80

Nombre de reads
Nombre de reads

60

40

4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20

Heure

Heure

Smp_328260 (NA) : pic d’expression diurne et nocturne 3 20h

Figure 79 : Exemple de profils d’expression de géne commun aux deux chronotypes (pic d’expression a la méme heure).
Chaque histogramme a, en abscisse, les heures (points temporels) et en ordonnées le nombre de reads pour le gene sélectionné.
En fond, se trouve le profil d’émission des cercaires. Les rectangles gris symbolisent I'obscurité (O), les blancs la lumiere (L), les
rectangles jaunes la période du pic d’émission des cercaires chronotype diurne et les rectangles bleus la période du pic
d’émission des cercaires chronotype nocturne.
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Un autre comportement implique des pics d’expression avant le pic d’émission des cercaires (Figure_80), soit 4h avant
pour le diurne et 16h avant pour le nocturne (Smp_121990, Smp_045260, Smp_161210, Smp_310750, Smp_316380
et Smp_172590). Un autre comportement similaire, représente un pic d’expression diurne en méme temps que le pic
d’émission des cercaires diurne, tandis que le pic d’expression nocturne reste a 16h avant le pic d’émission des
cercaires (Smp_169360, Smp_314800 et Smp_197860). Ces deux cas de figure peuventillustrer que les mémes acteurs
sont impliqués pour le rythme d’émission des cercaires dans les deux chronotypes mais qu’'une mutation ou une
modulation différente de I'expression des genes concernés impliquent une différence d’heure d’émission des
cercaires.

pic d’expression diurne 8h pic d’expression nocturne 4h

o L 0 L o}

50

40

30

20

Nombre de reads
Nombre de reads

10

Heure

Smp_ 172590 (Carboxypeptidase) :
pic d’expression diurne et nocturne du géne avant le pic d’émission des cercaires

Figure 80 : Exemple de profils d’expression de gene commun aux deux chronotypes (pic d’expression avant le pic d’émission
des cercaires). Chaque histogramme a, en abscisses, les heures (points temporels) et en ordonnées le nombre de reads pour le
géne sélectionné. En fond, se trouve le profil d’émission des cercaires. Les rectangles gris symbolisent I'obscurité (O), les blancs
la lumiére (L), les rectangles jaunes la période du pic d’émission des cercaires chronotype diurne et les rectangles bleus la
période du pic d’émission des cercaires chronotype nocturne.

11.2.3.2.2. Les génes diurnes rythmiques

Tout comme pour les génes candidats QTL et marque histone, une sélection subjective basée sur la recherche de génes
de I'horloge, de la phototransduction et de I'acétylation et la méthylation des histones a été faite. L’enrichissement
GO a été fait avec Blast2GO version 5.2 en utilisant le Fisher's Exact Test (p<0,05). L'analyse d’enrichissement Kegg
pathway a été faite sur le serveur KAAS en utilisant le programme Blast avec la méthode SBH (Single-directional Best
Hit). La liste compléte des génes diurnes rythmiques est présentée dans I'annexe 10.

11.2.3.2.2.1. Les génes de I'horloge (Basic Helix-Loop-Helix)

Il n’y a aucun géne canonique de I'horloge ni de gene avec un domaine BHLH dans les génes rythmiques diurnes.

11.2.3.2.2.2. Les rhodopsines et autres génes impliqués dans la phototransduction

Il 'y a trois genes rhodopsine-like (Tableau_59), mais aucune rhodopsine. Chacun de ces trois génes a un pic
d’expression diurne différent, qui se déroule soit avant (8h), soit pendant (12h) soit aprés le pic d’émission des
cercaires (16h).
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Tableau 59 : Liste des genes diurnes rythmiques rhodopsine-like

Parmi les différents acteurs de la phototransduction, nous retrouvons, dans les génes diurnes rythmiques :

Chr. Ident|f|a|‘1t Annotation GFF H’eure du .plc
(ID) du géne d’expression
1 Smp_072450 | Putative rhodopsin-like orphan GPCR 16
Smp_ 203500 G_PRQTEIN_RECFP_Fl_Z domain- 8
2W containing protein
Smp. 332930 G_PRQTEIN_RECFP_F2_4 domain- 12
containing protein

la

rhodopsine-like, la phosphodiestérase, la GPCR kinase (sérine/thréonine kinase), la recoverine (domaine EF-hand), la
protéine phosphatase 2A (PP2A), la GTPase activating protéine et la GTPase (Tableau_60). Dans la majorité des cas,
les pics d’expression sont diurnes et se déroulent au moment du pic d’émission des cercaires.

Tableau 60 : Liste des génes diurnes rythmiques liés a la phototransduction

ipe . H
Intérét Chr. Identlflar‘1t Annotation GFF Annotation Commun pic
(ID) du gene HHsearch
exp
Phospho-
4 12
diestérase > Smp_334600 Phosphodiesterase
ZW | Smp_134140 12
GPCR . .
kinase 1| smp_oogsog | S€rine/threonine- 4
‘. protein kinase PLK
(sérine/
threonme W Smp_ 194610 Sgrme/threomne H3KAme3 3
kinase) - kinase
recoverin
© g | smp_3a1900 | EFhand domain- 12
(domaine containing protein
EF-hand),
KehipL, Kv& 1y hip1, kva
potassium ’
potassium
channel-
. . channel-
interacting interactin
Smp_106110 | EF-hand domain protein {Rat . & 12
protein {Rat
3 (Rattus
. (Rattus
norvegicus) .
[Taxld: norvegicus)
10116]} [TaxId: 10116]}
Smp_181460 E;:‘a”d domain | 5\1e4005 DUF4205 12
Serine/threonine
protein
PP2A W Smp_172280 | phosphatase 2a 8
regulatory subunit
A%2C putative
Calcineurin-like Protein Protein
5 Smp_165490 | phosphoesterase phosphatase phosphatase 2A | 4
domain, ApaH type | 2A catalytic catalytic subunit

163



Partie Il : Rythme-Transcriptomique

subunit alpha
isoform, PP2A-
alpha {Human

alpha isoform,
PP2A-alpha
{Human (Homo

[Taxld: 9606]}

[TaxId: 9606]}

(Homo sapiens) [Taxld:
sapiens) 9606]}
[TaxId: 96061}
GTPase .
activating | ZW | smp_152370 | "utative arf gtpase- 24
. activating protein
protein
Ej:;lo{Human Rab21 {Human
GTPase 4 Smp_313300 | Small GTPase . (Homo sapiens) | 8
sapiens)

11.2.3.2.2.3. Les genes impliqués dans I’acétylation des histones

Parmi les génes rythmiques diurnes, nous retrouvons le géne Smp_053140 qui est une histone acétyltransférase. Ce
géne est marqué avec H3K4me3 et a son pic d’expression a 4h (la nuit).

11.2.3.2.2.4. Enrichissement GO : Processus biologique

Les analyses d’enrichissement GO n’ont pas donné de résultats significatifs en utilisant la limite usuelle FDR < 0,05

(False Discovery Rate). Les résultats qui suivent ont été obtenus en utilisant la limite de p < 0,05.

Les annotations processus métabolique/biosynthétique regroupent 3 génes marqués avec H3K4me3 impliqués dans
le processus de I’lhéme (Tableau_61) (cf 11.2.2.2.6 Enrichissement GO : Processus biologique).

Tableau 61 : Liste des genes diurnes rythmiques issus des annotations GO sélectionnées

GO Chr. Ident|f|a|:|t Annotation GFF | Commun Heure du 'plc
(ID) du gene d’expression
Réponse 3 un 1 Smp_342030 | NA 12
stress oxydatif | ZW Smp_058690 | Glutathione 12
Smp_058700 | peroxidase 12
Smp_047680 Ferritin 16
5 Smp_047650 16
Dihydrolipoyl
Processus Smp_046740 deh\:/drogrc)en\;se 8
homéostatique | 4 Smp_043030 | Hexokinase 8
Calcium load-
W Smp_203970 | activated 20
calcium channel
5-
Processus 2 Smp_045260 | aminolevulinate 8
métabolique synthase
et 5 Smp_340920 | NA H3K4me3 8
biosynthétique Putative
du pigment W Smp_095130 | porphobilinogen 20
deaminase
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Parmi toutes les annotations GO (Figure_81), la réponse au stress oxidatif et les processus homéostatiques sont
intéressants. L’annotation réponse au stress oxydatif regroupe 3 génes, dont deux Glutathione peroxidase. Il a été
montré chez la souris que la glutathione peroxidase 4 (GPx4) était une enzyme antioxydante importante dans la
maturation et la survie des cellules photoréceptrices (Ueta, Inoue et al., 2012).

Revigo TreeMap

Figure 81 : Treemap des résultats de I’analyse d’enrichissement GO des processus biologiques obtenus pour les génes diurnes
rythmiques. Chaque couleur représente un grand ensemble de processus biologique. Il y a, de gauche a droite : Processus
homéostatique ; Processus métabolique des tetrapyrroles ; Réponse a un stress oxydatif ; Processus catabolique des glucides ;
Processus métabolique des pyruvates ; mouvement basé sur les microtubules ; Processus métabolique des pigments ; processus
basé sur les microtubules et Processus biosynthétique des pigments.

L'annotation processus homéostatique contient deux genes qui codent pour des ferritines. Ces protéines, qui
permettent le stockage du fer, sont régulées par des cycles jour/nuit sous le contréle de I'horloge circadienne chez
Ostreococcus tauri ( Botebol, Lesuisse et al., 2015).

Dans la majorité des cas, le pic d’expression de ces génes est diurne, soit avant le pic d’émission (8h) soit pendant le
pic (12h).

11.2.3.2.2.5. Kegg pathway

Les analyses Kegg pathway montrent que les génes diurnes rythmiques sont potentiellement impliqués dans 308 voies
moléculaires différentes. Parmi toutes ces voies, sept retiennent notre attention, le rythme circadien, I'entrainement
circadien, la phototransduction, la phototransduction chez la drosophile, la transduction olfactive et la transduction
gustative (Tableau_62). La majorité de ces génes ont des pics d’expressions diurnes, principalement avant le pic
d’émission (8h).
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Tableau 62 : Liste des génes diurnes rythmiques issus des Kegg pathways sélectionnées

Kegg pathway

KO
annotation

Chr.

Identifiant
(ID) du géne

Annotation GFF

Commun

pic
exp

Rythme circadien

K08959

W

Smp_201220

Non-specific
serine/threonine
protein kinase

12

K07199

Smp_341700

AMPKBI domain-
containing protein

H3K4me3

12

Rythme circadien
chez la drosophile

K09057

Entrainement
circadien

K02183

K04345

W

Smp_026400

Thyrotroph
embryonic factor
related

12

Smp_033010*

Similar to 16 kDa
calcium-binding
protein

Smp_307260

Protein kinase
domain-containing
protein

K04630

Smp_020080

Putative gtp-binding
protein (1) alpha-
1subunit, gnail

Smp_016250

Putative gtp-binding
protein (1) alpha-2
subunit, gnai2

H3K4me3

12

24

Phototransduction

K02183

W

Smp_033010*

Similar to 16 kDa
calcium-binding
protein

Phototransduction
chez la drosophile

K04967

Smp_344020

NA

12

K02183

Transduction
olfactive

K04345

K02183

Transduction
gustative

K04345

W

Smp_033010*

Similar to 16 kDa
calcium-binding
protein

Smp_307260*

Protein kinase
domain-containing
protein

Smp_033010*

Similar to 16 kDa
calcium-binding
protein

Smp_307260*

Protein kinase
domain-containing
protein

11.2.3.2.2.6. Les genes rythmiques communs en photopériode classique et inversée

Parmi les 731 génes diurnes rythmiques pour les échantillons en photopériode classique (L-O), 35 sont communs avec
les génes diurnes rythmiques pour les échantillons en photopériode inversée (O-L) (Tableau_63). Si la sélection
subjective et 'annotation GO ne donnent pas matiére a discuter, les analyses Kegg pathway révelent que ces genes
sont potentiellement impliqués dans 67 pathways différents, dont le rythme circadien. Le pathway rythme circadien
contient le géne Smp_201220. Ce gene a des pics d’expression opposés entre les échantillons en photopériode
classique (12h) et en condition photopériode inversée (20h) (Figure_82). Ces résultats font de ce géne un candidat trés
sérieux pour expliquer le rythme d’émission des cercaires.
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Tableau 63 : Liste des génes diurnes rythmiques communs aux échantillons photopériode classique (L-O) et photopériode
inversée (O-L). Les génes aux pics d’expression diamétralement opposés sont marqués en rouge.

Pic Pic
Chr. Gene ID GFF annotation HHsearc_h e)_(pression exp.ressio
annotation | Diurne L-O | n Diurne
(h) O-L (h)
RecQ-mediated
SM_V7_1 Smp_073800 | genome instability 12 8
protein 1
SM_V7_1 Smp_246020 | NA 16 20
Solute carrier
SM_V7_3 Smp_167630 family%2C putative 16 16
SM_V7_3 Smp_326660 | NA 8 12
Heterogeneous
SM_V7_5 smp_o0o644o | Muclear _ 8 20
ribonucleoprotein |
(Hnrnp 1)%2C putative
Mediator of RNA
SM_V7_5 smp_061570 | Polymerasell 12 12
transcription subunit
19
L . . Ubiquitin-
SM_V7_5 smp_315750 | Ublauitin-conjugating | . .. o oting | 12 24
enzyme E2
enzyme E2
PEST proteolytic
SM_V7_6 Smp_074330 | signal-containing 12 12
nuclear protein
SM_V7_7 Smp_152940 | Putative otopetrin 12 16
SM_V7_ZW Smp_006340 | R membrane protein 20 0
complex subunit 4
SM_V7_ZW Smp_019820 | NA 12 24
SM_V7_ZW Smp_022500 | NA 20 16
Nuclear transport
factor 2-like
SM_V7_7ZW Smp_037700 | protein%3B Nuclear 20 16
transport factor%2C
putative
SM_V7_ZW smp_04gogo | Fre-mRNA-splicing 20 20
factor 38
Putative
lipopolysaccharide-
SM_V7_ZW Smp_060210 | 'Mduced transcription 8 16
factor regulating
tumor necrosis factor
alpha
SM_V7_zZW Smp_091170 | Ribosomal protein 12 24
SM_V7_ZW Smp_091840 | Bestrophin homolog 20 16
Upf3 regulator of
SM_V7_zZW Smp_102240 | nonsense transcripts- 12 24
like protein
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Testis specific leucine
SM_V7_7ZW Smp_120380 | rich repeat 12 8
protein%2Cputative
Mitochondrial carrier
SM_V7_ZW Smp_121130 orotein%2C putative 16 24
SM_V7_ZW Smp_128650 | \uclear movement 12 20
protein related
Putative
SM_V7_ZW smp_143730 | C2Tboxypeptidase 24 4
regulatory region-
containing
SM_V7_ZW Smp_165470 | Keceptor protein- 16 12
tyrosine kinase
Phosphatidylcholine-
sterol acyltransferase
SM_V7_ZW Smp_166500 | (Lecithin-cholesterol 12 12
acyltransferase)/
Phospholipase A
Iron-sulfur cluster
SM_V7_ZW Smp_177790 | scaffold protein nfu- 12 16
related
Non-specific
SM_V7_zZwW Smp_201220 | serine/threonine 12 20
protein kinase
SM_V7_ZW Smp_204380 | NA 16 12
SM_V7_ZW Smp_245400 | NA 12 16
SM_V7_ZW Smp_315980 | NA 12 20
SM_V7_ZW Smp_322240 | NA 12 16
SM_V7_ZW Smp_323230 | NA 8 12
SM_V7_ZW Smp_343530 | NA 8 8
SM_V7_7ZW Smp_343890 | NA 20 20
SM_V7_zW Smp_346810 | NA 12 24
SM_V7_ZWHO005 | Smp_330950 | NA 8 4
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pic d’expression diurne (L-O) 12h

o} L

16 20 24 4 8
Heure

o L s}

12 16 20

pic d’expression Diurne (O-L) 20h

Mombre de reads

2500 —

2000 —

1500 —

1000 —

L [s] L

4 8 12 16 20 24
Heure

Smp_ 201220 (Non-specific serine/threonine protein kinase) :
pic d’expression Diurne (L-O) et Diurne photopériode inversée (O-L) opposés

Figure 82 : Exemple de profils d’expression de géne commun aux chronotypes Diurnes L-O et O-L (pic d’expression inversé).
Chaque histogramme a, en abscisses, les heures (points temporels) et en ordonnées le nombre de reads pour le géne sélectionné.
En fond, se trouve le profil d’émission des cercaires. Les rectangles gris symbolisent I’obscurité (O), les blancs la lumiére (L), les
rectangles jaunes la période du pic d’émission des cercaires chronotype diurne.
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Chez le diurne (L-0), la majorité des pics d’expression des génes communs a lieu a 12h (Tableau_64), soit pendant le
pic d’émission des cercaires. Chez le diurne (O-L), la majorité des pics d’expressions a lieu a 16h (Tableau_63), soit
pendant la nuit, 8h avant le pic d’émission des cercaires (O-L).

Tableau 64 : Répartition des pics d’expression des génes rhythmiques aux deux photopériodes du chronotype diurne

Heures Nombre des pics d’expression des Nombre des pics d’expression des
génes rythmiques Diurnes (L-O) génes rythmiques Diurnes (O-L)
4 0 2
8 6 3
12 17 7
16 5 9
20 6 7
24 1 7
Total des pics
d’expression diurne (L-
0 :8h, 12h, 16h; O-L: 28 16
4h, 20h et 24h)
Total des pics
d’expression nocturne 7 19
(L-O : 4h, 20h, 24h ; O-
L: 8h, 12h et 16h)

Si on s’intéresse a I’"heure des pics d’expression entre les conditions de photopériode, on observe différents types de
comportement. |l y a tout d’abord les génes qui ont le méme type d’expression entre les deux photopériodes. Ce
résultat suggére que I'expression de ces genes est indépendante de la photopériode. Le comportement inverse est
aussi observé, c’est-a-dire des expressions qui se sont inversé avec la modification de la photopériode. Ces genes
représentent des candidats sérieux car leur expression est dépendante des variations de photopériode.

11.2.3.2.3. Les génes nocturnes

Comme précédemment, une sélection subjective basée sur la recherche de genes de I'horloge, de la
phototransduction et de I'acétylation et la méthylation des histones a été faite. L’enrichissement GO a été fait avec
Blast2GO version 5.2 en utilisant le Fisher's Exact Test (p<0,05). L’analyse d’enrichissement Kegg pathway a été faite
sur le serveur KAAS en utilisant le programme Blast avec la méthode SBH (Single-directional Best Hit). La liste complete
des genes nocturnes rythmiques est présentée dans I'annexe 11.

11.2.3.2.3.1. Les genes de I'horloge (Basic Helix-Loop-Helix)

Il n’y a aucun gene canonique de I’horloge. On retrouve toutefois deux génes avec un domaine BHLH issus des QTL
interspécifiques (Tableau_65) qui ont leur pic d’expression a 4h (la nuit).
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Tableau 65 : Liste des génes nocturnes rythmiques BHLH

- . . Heure du pic
Intérat Chr Identifiant | Annotation | Annotation Commun d’expressio
) (ID) du géne GFF HHsearch pn
Mad
protein
{Human QTL
Smp_021340 Myc-type, (quo interspécifique 4
. . sapiens) et H3K4me3
. basic helix-
Domaine 3 loop-helix [TaxId:
BHLH (b‘;LH) 96061}
) DNA-
domain o
binding QTL
Smp_000620 protein interspécifique 4
inhibitor peanq
ID-1

11.2.3.2.3.2. Les rhodopsines et autres génes impliqués dans la phototransduction

Il'y a quatre genes rhodopsine-like tous identifiés lors des QTLs intra et interspécifique (Tableau_66). Trois d’entre eux
ont leur pic d’expression a 4h (la nuit) et le quatrieme a son pic a 12h (jour).

Tableau 66 : Liste des génes nocturnes rythmiques rhodopsine-like

- . . Hr
Intérét Chr Identifiant Annotation Annotation Commun ic
* | (ID)du géne | GFF HHsearch P
exp
P2Y purinoceptor 1,
Smp_180140 Rubredoxin 12
1 Platelet-activating QTL intraspé.
Smp_140250 factor 4
receptor,Flavodoxin
G protein- Lysqzyme,Protemase
coupled -activated receptor
Rhodopsi
.0 opsin 3 Smp_132410 | receptor, 2,50luble QTL interspé. | 4
e-like rhodopsin- cytochrome
. P b562,Proteinase-
like .
activated
Muscarinic QTL interspe.
acetylcholine et Kegg
4 Smp_145540 pathway 4
receptor transduction
M2,Vasopressin V2 .
gustative
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Parmi les différents acteurs de la phototransduction, nous retrouvons, dans les génes nocturnes rythmiques : les
rhodopsine-like, la GPCR kinase (sérine/thréonine kinase), I'arrestine, la recoverine (domaine EF-hand), la GTPase

activating protein et la guanylate cyclase (Tableau_67). Dans la majorité des genes, le pic d’expression est a 4h.

Tableau 67 : Liste des genes nocturnes rythmiques liés a la phototransduction

H
Y a Identifiant . Annotation Pic
Intérét Chr. (ID) du géne Annotation GFF HHsearch Commun ex
p
Protein-
1 Smp_210820 | serine/threonine 4
kinase
GPCR kinase 2 Smp_310770 8
(sérine/thréonine | 1 Smp_097940 4
kinase) 3 Smp_134910 | Serine/threonine 4
7 Smp_057360 | kinase H3K4me3 | 4
Smp_094190 4
ZW Smp_156990 4
Arrestine 3 | smp_176980 | Putative beta- 12
arrestin 1
Putative ef-hand
1 | smp_171010 | d°m2n (C- H3K4me3 | 16
terminal)
containing protein
Sarcoplasmic
Recoverine calcium-binding
(domaine EF- protein QT
hand) 4 Smp_313310 | EF-hand domain {Amphioxus . . 12
. interspé.
(Branchiostoma
lanceolatum)
[TaxId: 7740]}
7 | smp_318260 | EF-hand domain- 4
containing protein
Putative ran
Smp_166310 | gtpase-activating 20
1 protein
Putative rho3
Smp_081190 | GTPase%3B Rho3 4
GTPase
Putative rap
GTPase activating 2 Smp_154850 gtpasg-activating 4
protein proteln.
Synaptic ras gtpase
activating
ZW | Smp_164680 orotein%2C 4
syngap%2Cputative
SLIT-ROBO Rho | QTL
1 | Smp_319130 | FCH domain GTPase- Intraspe. | ,
activating et
protein 2 H3K4me3
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Beta-chimaerin,
Rho GTPase- C-terminal .O‘TL ,
Smp_094890 | activating protein domain {Human !'ltraspe. 4
domain (Homo sapiens)
[Taxid: 9606]} | oKame3
Guanylate cyclase
Guanylyl cyclase | 7 Smp_140040 | domain-containing 4
protein

11.2.3.2.3.3. Les genes impliqués dans |'acétylation des histones

Contrairement au chronotype diurne, il n’y a pas de génes rhythmiques impliqués dans I'acétylation ou la méthylation
des histones pour le chronotype nocturne. Toutefois, il est intéressant de noter la présence de deux genes rythmiques
de type myc dont un potentiel gene Mad qui recrute des histones désacétylases (Smp_021340 et Smp_000620).

11.2.3.2.3.4. Enrichissement GO : Processus biologique

Les analyses d’enrichissement GO des genes détectés comme rythmique dans le chronotype nocturne n’ont pas donné
de résultats significatifs en utilisant la limite usuelle FDR < 0,05 (False Discovery Rate). Les résultats qui suivent ont été
obtenus en utilisant la limite de p < 0,05.

Parmiles génes nocturnes rythmiques, on retrouve deux genes marqués avec H3K4me3 impliqués dans le métabolique
de ’héme (Tableau_68).

Tableau 68 : Liste des génes nocturnes rythmiques issus des annotations GO sélectionnées

Identifiant Heure du pic
GO Chr. \ Annotation GFF Commun | d’expressio
(ID) du gene n
Réponse a un
stimulus W Smp_244250 | NA 4
environnemental
Régulation des 2 Smp_316380 | NA 4
niveaux de 4 Smp_126990 | Putative synapsin 4
neurotransmetteur | ZW Smp_175900 | Synaptotagmin 4
Pr(')cessu.s ) Smp._ 045260 5-aminolevulinate 4
métabolique et synthase
biosynthétique du Uroporphyrinogen H3K4me3
10synthetiq SM_V7 3 | Smp_079840 porphyrinog 4
pigment -1l synthase

Parmi toutes les annotations GO (Figure _83), la réponse cellulaire a un stimulus environnemental et la régulation des
niveaux de neurotransmetteurs sont intéressantes. L'annotation « réponse cellulaire a un stimulus environnemental »
correspond a un géne non identifié. L’annotation « régulation des niveaux de neurotransmetteur » regroupe 3 genes,
avec, parmi eux, une synaptotagmine. Il a été montré que la synaptotagmine régule la transmission synaptique
dépendant des ions Ca2+ (Grassmeyer, Cahill et al., 2019). Tous les génes de ce point ont leur pic d’expression a 4h (la
nuit).
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Revigo TreeMap

Figure 83 : Treemap des résultats de I'analyse d’enrichissement GO des processus biologiques obtenus pour les génes
nocturnes rythmiques. Chaque couleur représente un grand ensemble de processus biologiques. Il y a, de gauche a droite :
Transport des neurotransmetteurs ; déphosphorylation peptidyl-tyrosine ; signalisation cellule a cellule ; Oligomérisation du
complexe protéique; Régulation du niveau des neurotransmetteurs ; Réponse cellulaire a un stimulus environnemental ;
Régulation biologique ; Signalisation; Adhésion cellulaire; Processus cellulaire; Communication cellulaire; processus
métabolique du phosphore ; Réponse aux stimilus ; Adhésion cellule a cellule ; Processus métabolique des réserves d’énergie.

11.2.3.2.3.5. Kegg pathway

Les analyses Kegg pathway montrent que les génes nocturnes rythmiques sont potentiellement impliqués dans 220
voies moléculaires différentes. Parmi toutes ces voies, quatre retiennent notre attention, I'entrainement circadien, la
phototransduction chez la drosophile, la transduction olfactive et la transduction gustative (Tableau_69). On retrouve
des genes déja identifiés avec les QTL intra et interspécifiique. La majorité des pics d’expression a lieu a 4h, la nuit, et
le reste a lieu a 12h.

Tableau_69 : Liste des génes diurnes rythmiques issus des Kegg pathways sélectionnés. Les génes marqués avec une étoile (*)
sont présents dans plusieurs pathways

KO Identifiant R Annotation
Kegg pathway annotation Chr. (ID) du géne Annotation GFF HHsearch Commun | H
K05208 ZW | Smp_245310 | NA ;
Ryanodine receptor
N K04962 1 Smp_163570 4
Entrainement related
circadien t/_(;ltagi::;r;?dent H3K4me3
K04851 3 Smp_159990 | ~ /P . 4
channel subunit
alpha
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Inositol 1,4,5-
S 336900 v
K04958 4 *mp_ trisphosphate
receptor
AGC-kinase C-
K02677 ZW 2mp_241420 terminal domain-
containing protein
Inositol 1,4,5-
K04958 4 2mp_336900 trisphosphate
receptor
AGC-kinase C-
Phototransduc | K02677 W 2mp_241420 terminal domain-
tion chez la containing protein
d hil -
e ESIZnergic QT
21082 i Aci
K00910 1 2mp_ 0820 GPCR kinase receptor ||.'1traspeC|
. fique et
kinase 1 H3K4me3
(E.C.2.7.11.15)
K04439 3 smp_176080 | "utative beta-
arrestin 1
Na-Ca Na/Ca
K05849 1 Smp_152830 | exchanger/integrin | exchange
Transduction -betad protein
Ifacti -
e :Z::nergic QT
K00910 1 imp_210820 GPCR kinase receptor |r1traspeC|
. fique et
kinase 1 H3Kame3
(E.C.2.7.11.15)
Muscarinic
. G protein-coupled | acetylcholine QTL
TLi::gsztlon K04131 4 Smp_145540 | receptor, receptor interspéci
& rhodopsin-like M2,Vasopressi | fique
nV2

11.2.3.2.3.6. Les genes rythmiques communs en photopériode classique et inversée

Parmi les 439 genes nocturnes rythmiques pour les échantillons en photopériode classique (L-O), 7 sont communs
avec les génes nocturnes rythmiques pour les échantillons en photopériode inversée (O-L) (Tableau_70). Parmi ces 7
génes, on retrouve deux génes issus des QTLs intraspécifiques qui codent pour des rhodopsine-like. Dans le cas du
géne Smp_140250, le pic d’expression en photopériode classique est a 4h (nuit) tandis qu’il est a 20h (jour) en
condition photopériode inversée. On retrouve aussi un gene sérine/thréonine kinase (Smp_310770) qui ne change
pas d’heure de pic d’expression entre les deux conditions. Cela peut signifier que I'expression de ce géne n’est pas
influencée par la photopériode. Ce cas de figure arrive pour deux autres genes (Tableau_70).

Le gene Smp_197640, qui code pour un canal calcique voltage dépendant, a son rythme d’expression totalement
inversé entre les deux conditions de photopériode (Tableau_70 et Figure_84). Cela implique que les mécanismes Ca2+
dépendants sont importants dans le rythme d’émission des cercaires.

Les analyses Kegg pathways révelent que ces génes sont potentiellement impliqués dans 11 pathways différents.
Aucun pathway rythme/entrainement circadien ou transduction de signaux environnementaux ne ressort de ces
analyses. Toutefois le géne Smp_180140 (K04144) apparait dans les pathways concernant la voie de signalisation du
calcium, la voie de signalisation de I’AMPc, les synapses dopaminergiques et méme le pathway de I'addiction a la
cocaine.
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Tableau 70 : Liste des génes nocturnes rythmiques communs aux échantillons photopériode classique (L-O) et photopériode
inversée (O-L). Les génes aux pics d’expression diamétralement opposés sont marqués en rouge.

Pic Pic
Chr Gene ID GEF annotation HHsearc.h expression | expression
annotation Nocturne Nocturne
L-O (h) O-L (h)
Sozr;::jn_ Platelet-activating
SM_V7_1 Smp_140250 factor 4 20
receptor, receptor,Flavodoxin
rhodopsin-like ’
Glutamine-
SM_V7.3 | smp_162660 | dePendent 12 20
= - NAD(+)
synthetase
C2H2-type
SM_V7_1 | smp_163430 | domain- 24 8
containing
protein
G protein-
SM_V7 1 Smp_ 180140 coupled P2Ypurin9ceptor1, 12 16
receptor, Rubredoxin
rhodopsin-like
Voltage-
SM_V7_3 Smp_197640 | dependent 4 16
calcium channel
SM_V7_ZW | Smp_212240 | NA 16 16
SM_V7 2 | smp_310770 | Serine/threonine 8 8
kinase
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Figure 84 : Exemple de profils d’expression de géne commun aux chronotypes Nocturnes L-O et O-L (pic d’expression inversé).
Chaque histogramme a, en abscisses, les heures (points temporels) et en ordonnées le nombre de reads pour le géne sélectionné.
En fond, se trouve le profil d’émission des cercaires. Les rectangles gris symbolisent I'obscurité (O), les blancs la lumiere (L), les
rectangles bleus la période du pic d’émission des cercaires chronotype nocturne.
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Chez le nocturne (L-O), la majorité des pics d’expression des génes communs a lieu a 4h (nuit) et 12h (jour)
(Tableau_71), soit 16h et 8h avant le pic d’émission des cercaires. Chez le nocturne (O-L), la majorité des pics
d’expression a lieu a 16h (Tableau_70) la nuit, soit 16h avant le pic d’émission des cercaires (O-L).

Tableau 71 : Répartition des pics d’expression des génes rhythmiques aux deux photopériodes du chronotype nocturne

Heures Nombre des pics d’expression des Nombre des pics d’expression des
génes rythmiques Nocturnes (L-O) | génes rythmiques Nocturnes (O-L)
4 2 2
8 1 3
12 2 7
16 1 9
20 0 7
0 1 7
Total des pics
d’expression diurne (L- 4 5
0 :8h, 12h, 16h; O-L:
4h, 20h et 24h)
Total des pics
d’expression nocturne 3 5
(L-O : 4h, 20h, 24h ; O-
L: 8h, 12h et 16h)

Tout comme le chronotype diurne, on observe différents types de comportement dans |'expression des génes entre
les deux photopériodes. Il y a tout d’abord les génes qui ont le méme type d’expression entre les deux photopériodes.
Ce résultat suggere que I'expression de ces genes est indépendante de la photopériode. Le comportement inverse est
aussi observé, c’est-a-dire des expressions qui se sont inversé avec la modification de la photopériode. Ces génes
représentent des candidats sérieux car leur expression est dépendante des variations de photopériode.
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11.2.3.3. Comparaison des chronotypes

La majorité des genes rythmiques sont propres a chaque chronotype. Il est intéressant de noter que chez le
chronotype diurne, la majorité des pics d’expression sont diurnes avec le maximum a 8h soit quatre heures
avant le pic d’émission des cercaires (Tableau_72). A I'inverse, chez le chronotype nocturne, la majorité des
pics d’expression sont nocturnes, avec une concentration de pic a 4h (la nuit), soit 16h avant I’heure du pic

(Tableau_72).

Tableau 72 : Répartition des pics d’expression des genes rhythmiques des deux chronotypes en photopériode classique (L-O)

Nombre des pics d’expression des

Nombre des pics d’expression des

(4h, 20h et 24h )

Heures génes rythmiques Diurne (N=703) genes ryth(r:\\lliq:ff)Nocturnes
4 66 316
8 246 7
12 186 37
16 64 10
20 95 5
0 46 36
Total des pics
d’expression diurne 496 54
(8h, 12h et 16h)
Total des pics
d’expression nocturne 207 357

Il est intéressant de noter que méme si les génes rythmiques présents dans les deux chronotypes sont
différents, on retrouve des fonctions communes avec notamment la présence de rhodopsine-like et d’acteur
de la phototransduction (Figure_85).
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Figure 85 : Bilan des génes rythmiques.
178



Partie Il : Rythme-Transcriptomique

11.2.3.4. Intégration des résultats de génétique et épigénétique

Les approches de génétique, épigénétique et transcriptomique ont permis de mettre en lumiére 353 génes candidats.
Contrairement a I'approche transcriptomique, les approches génétique et épigénétique ne donnent pas acces a
I'expression des genes sélectionnés. Pour affiner cette liste de 353 genes, une vérification du comptage a été faite.
Ainsi tous les génes qui ont une moyenne inférieure a 10 reads pour tous les échantillons des deux chronotypes sont
considérés comme non exprimés. Ce filtrage des génes candidats retire 3 genes a la liste. Le premier géne est
Smp_124470, une adénylate/guanylate cyclase qui est issue du QTL intraspécifique. Les deux autres génes sont
Smp_083940 et Smp_134960, deux rhodopsine-like, issus du QTL interspécifique. Ce résultat intéressant pourrait
signifier que si aucun des deux chronotypes de S. mansoni n’exprime significativement ces génes, alors ces deux
rhodopsine-like sont spécifiques de S. rodhaini. Ces résultats pourraient aussi aller dans le sens de I’hypothese que le
chronotype des schistosomes dépend des rhodopsines/rhodopsine-like exprimées dans le parasite.

Pour vérifier cette hypothése de spécificité de rhodopsine et plus largement des genes candidats sélectionnés, une
analyse différentielle DEseq2 (Galaxy Version 2.11.40.2) (Love, Huber & Anders, 2014) a été menée entre tous les
échantillons des deux chronotypes (sans distinction de temps). Par convention, les génes différentiellement exprimés
sont ceux qui ont une p-ajustée < 0,01 et un log2(folchange) (log2FC) supérieur a +1 (le géne surexprimé chez le
chronotype diurne) ou inférieur a -1 (le géne surexprimé chez le chronotype nocturne). Comme le rythme d’émission
des cercaires ne dépend pas phénotypiquement du sexe du parasite, un géne surreprésenté est un gene qui répond
aux conditions citées précédemment lors d’'une analyse DEseq2 entre les chronotypes, sexes confondus et sexes
séparés (males diurnes Vs males nocturnes et femelles diurnes Vs femelles nocturnes). En plus des 353 génes
sélectionnés par nos analyses, nous avons ajouté 28 génes rapportés comme rhodopsine-like (opsine-like et
photolyase) dans la littérature ou dans le génome de S. mansoni qui n’ont pas été sélectionnés au cours de ces travaux
(Cosseau, Azzi et al., 2009 ; Hoffman, Davis et al., 2001 ; Liang, Zhao et al., 2016 ; Phan, Liang et al., 2022) (Annexe_12).

La comparaison des chronotypes révele que les genes candidats sont plus exprimés dans le chronotype nocturne
(Figure_86 et Tableau_73). Ce résultat peut s’expliquer en partie par le fait que les analyses QTL ont été faites sur le
phénotype pourcentage de cercaires nocturne.

MA-plot Desq?2 (genes candidats + rhodospine-like):
diurnes Vs nocturnes

log fold change
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Figure 86 : MA-plots issus des analyses DEseq2 diurnes Vs nocturnes pour les génes candidats et les 28 « rhodopsine-like ». Les
abscisses représentent le comptage des moyennes normalisées et les ordonnées représentent le log(foldchange). Chaque point
représente un pic. Tous les points ne sont pas différents entre les chronotypes. Les points rouges sont différentiellement présents
entre les deux chronotypes. Dans ces MA-plots, les Log(foldchange) positifs sont surreprésentés chez les diurnes et les
log(foldchange) négatifs sont surreprésentés chez les nocturnes.
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Partie Il : Rythme-Transcriptomique

Parmi les 24 genes surexprimés chez les nocturnes, nous retrouvons 10 rhodopsine-like contre une seule pour les 9
geénes surexprimés chez les diurnes (Annexe 13). L'expression plus forte de rhodopsine implique une sensibilité plus
forte a la lumiére pour le chronotype nocturne. Il est intéressant de voir que, sur les 10 rhodopsines surexprimées
chez le nocturne, seules deux ont été détectées comme rythmiques. Parmi ces deux, une est rythmique uniquement
chez les nocturnes (Smp_145540) et I'autre uniguement chez les diurnes (Smp_203500). Le géne Smp_203500 n’est
pas le seul a étre surexprimé chez le nocturne et a avoir été détecté comme rythmique uniquement chez les diurnes
(Annexe 13).

Tableau 73 : Tableau récapitulatif des analyses DEseq2 entre les chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni pour les génes
candidats sélectionnés

Nombre de genes surreprésentés Nombre de genes surreprésentés
H3K4me3 .
chez les diurnes chez les nocturnes
Deseq2 Diurne D
1
Vs Nocturne N 0 38
Deseg2 Males D
Vs Maéles N 10 42
Deseq2 Femelles
D Vs Femelles N 10 30
Pics cgmmuns 9 24
aux trois Deseq2

Chez le chronotype diurne, il est intéressant de voir qu’il y a deux acteurs de la phototransduction que I'on retrouve
aussi dans les génes surexprimés chez les nocturnes (recoverine (EF-hand domain) et PP2A). Ces deux protéines sont
directement impliquées dans la régulation de I'état de la rhodopsine pour enclencher ou non un nouveau cycle de
phototransduction. En fonction de la concentration en Ca2+, la recoverine inhibe la phosphorylation de la rhodopsine
activée par la lumiére en retenant captive la rhodopsine-kinase. De son c6té, la PP2A, déphosphoryle la rhodopsine ce
qui lui permet d’étre a nouveau disponible pour interagir de nouveau avec la lumiére et enclencher une nouvelle
cascade.

L’ensemble de ces résultats suggerent que le rythme d’émission des cercaires des chronotypes diurne et nocturne de
S. mansoni reposent sur un méme principe de phototransduction basé sur la rhodopsine et que le nombre de
rhodopsine/rhodopsine-like exprimée ainsi que les régulateurs de la phototransduction impliqués aient un réle majeur
dans la différence de phénotype.
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Discussion et conclusion générales

L’objectif principal de cette these est d’approfondir la connaissance de la transmission de Schistosoma mansoni du
mollusque aux mammiféeres a travers le trait de vie du rythme d’émission des cercaires. L'étude de ce phénomene
s’étend du phénotype, au travers d’approches de chronobiologie et d’histologie, jusqu’aux génes impliqués, au travers
d’approches de biologie moléculaire (génétique, épigénétique et transcriptomique). Les modeles biologiques
principaux de ces recherches sont deux chronotypes opposés d’émission des cercaires (diurne et nocturne) issus de la
méme espéce de schistosomes, S. mansoni, tous deux originaires de la méme région du Dhofar a Oman. La situation
sanitaire de cette région peut étre comparée a la Corse en termes de faible endémie et de prise en charge rapide de
la bilharziose.

La premiére partie de cette thése a été consacrée a la description des phénotypes des émissions journaliéres des deux
chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni. Cette étape a été nécessaire pour établir une base solide de phénotype
a utiliser dans les études de biologie moléculaire. Elle s’axe sur deux grands objectifs qui sont de déterminer quelles
sont les caractéristiques du phénotype du rythme d’émission des cercaires chez S. mansoni et si ce rythme d’émission
des cercaires est circadien ? Dans la littérature qui traite de ces problématiques, aucun consensus n’a été établi en
termes de protocole et de description des résultats. Ainsi chaque article reléve de sa propre méthode et analyse
empirique rendant ainsi la possibilité de faire des comparaisons fines entre les expériences difficile. C'est donc dans
cette optique qu’il a été primordial de faire un protocole avec un comptage de cercaires toutes les heures sur une
durée minimale de 48h. Et également d’établir des parametres de description précis et quantitatifs pour donner une
dimension « statistique » aux observations et ainsi permettre aux non-initiés de I'émission des cercaires de
comprendre les analyses.

Pour le premier point de cette partie, sept parametres ont ainsi été définis, a savoir, le nombre de pic, I'"heure du pic,
la plage horaire d’émission, I'intensité de la plage horaire d’émission, le coefficient d’asymétrie (skewness), le
coefficient d’aplatissement (Kurtosis) et le pourcentage de cercaires nocturne. Un huitieme parameétre, qui est le
nombre total de cercaires émises sur 24h, n’a pas été pris en compte dans la notion de « rythme d’émission » des
cercaires. Il est toutefois un parametre capital dans la notion de « production cercarienne quantitative » notamment
en termes de transmission et d’infectivité du parasite. Les diverses expériences de chronobiologie menées dans cette
thése en condition de photopériode équilibrée L-O (12-12) ont montré que I'espéce de I'hbte et le sexe du parasite
n’avaient pas d’influence sur le rythme d’émission des cercaires. Elles ont aussi démontré que les profils journaliers
d’émission des cercaires des chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni se distinguent par trois parameétres qui
sont I’heure du pic, I'intensité de la plage d’émission et le pourcentage de cercaires nocturne, illustrant ainsi I'unicité
des deux chronotypes. Ces distinctions viennent s’ajouter a celles mises en évidence par Mouahid, Idris et al., 2012 et
Mouahid, Mintsa Nguema et al., 2019.

Le deuxiéme point soulevé dans cette premiére partie de thése est le questionnement sur le caractére circadien du
rythme d’émission des cercaires. Pour répondre a cette interrogation, le rythme doit répondre a trois caractéristiques,
I’entrainabilité du rythme, le maintien du rythme en condition environnementale constante et la compensation du
rythme au changement de température.

L’entrainabilité du rythme par le zeitgeber revient a se questionner sur la capacité du rythme a s’adapter a une
inversion de photopériode. Les travaux de cette thése montrent que, peu importe les chronotypes, le rythme
d’émission des cercaires s’adapte a I'inversion de photopériode. Dans le cas du chronotype diurne, cette adaptation
est immédiate. Ces résultats sont en accord avec les expériences menées sur S. mansoni diurne originaire de Porto
Rico (Luttermoser, 1955 ; Asch, 1972 ; and Glaudel & Edges, 1973) méme si les expériences ne peuvent pas étre
finement comparées. Dans le cas du chronotype nocturne, I'adaptation passe par une étape intermédiaire d’émission
bimodale avant de s’adapter totalement a l'inversion. Aucune expérience dans la littérature n’a été menée sur des
schistosomes avec un chronotype nocturne pour avoir un point de comparaison.
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Le maintien du rythme en condition environnementale constante est, dans notre cas, la capacité a maintenir le rythme
d’émission des cercaires en lumiére ou obscurité continue (L-L (12-12) ou O-O (12-12). Cette question a été traitée
pour les deux chronotypes, en condition de lumiére continue et obscurité continue dans des expériences
indépendantes. Pour éviter une redondance face a la similarité des résultats entre les deux conditions (L-L (12-12) ou
0-0 (12-12), seule la lumiere continue pour le chronotype diurne et I'obscurité continue pour le chronotype nocturne
ont été présentés dans cette theése. Que ce soit pour le chronotype diurne ou nocturne, le maintien des organismes
en condition de photopériode continue implique une perte de rythme et une baisse significative du nombre de
cercaires émises voire un arrét total de I'émission des cercaires dans la majorité des cas. Le rythme d’émission des
cercaires est aussitot rétabli des qu’il y a le retour de la photopériode équilibrée L-O (12-12). Ces résultats sont en
accord avec les expériences menées sur S. mansoni diurne Porto Rico par Valle, Pellegrino & Alvarenga, 1973 et
Williams, Wessels & Gilbertson, 1984. L'observation de I'arrét d’émission cercarienne en condition continue suivi d’un
retour a la normale avec le retour a la photopériode équilibrée a amené a s’interroger sur le devenir des cercaires a
I'intérieur du mollusque pendant cette période. L'observation de coupes histologiques a permis de découvrir qu’en
condition de photopériode continue il y a une accumulation des cercaires matures a l'intérieur des sporocystes,
couplée a un arrét de la cercariogenése. Ces expériences d’histologie mettent ainsi en lumiére un potentiel réle du
sporocyste dans le rythme d’émission des cercaires qui est jusque-la tres peu étudié dans la littérature.

Enfin la derniére caractéristique d’un rythme circadien est la compensation du rythme a la température. C'est-a-dire,
du point de vue expérimental, de voir si le rythme reste inchangé sous différentes températures. Dans le cas des
travaux de cette thése, limitée par le temps mais aussi par la nécessité de la génération d’assez de matériel biologique,
ce dernier caractére n’a pas été testé. En effet, dans I'environnement naturel de S. mansoni Oman (zone tropicale), la
variation de la température de I'eau n’est pas significative au cours d’une journée. Dans la littérature, le sujet de la
compensation du rythme d’émission des cercaires a la température n’est quasiment par traité, a I'exception de travaux
G. H. Frank, 1966. Malheureusement, la méthode utilisée ne permet pas de tirer de conclusion définitive (période
d’expérimentation trop courte, points temporels de comptage trop éloignés). Ainsi, mises bout a bout, nos expériences
ne mettent pas en évidence un rythme de type circadien pour I'émission des cercaires des deux chronotypes de S.
mansonj (Oman).

Les résultats de la premiére partie de cette thése ont permis de poser les bases du phénotype du rythme d’émission
des cercaires mais aussi d’orienter les expériences de la partie de biologie moléculaire. De ce fait, cette premiere partie
a démontré 'unicité de chacun des chronotypes diurne et nocturne de S. mansoni (Oman), ce qui a rendu possible
I'utilisation de la technique de QTL mapping. La non-évidence de la nature circadienne du rythme et I'identification de
I'alternance jour/nuit comme zeitgeber suggére que, lors des analyses moléculaires, il n’y aura pas de géne de I'horloge
et que les mécanismes de phototransduction seront importants. Les expériences de chronobiologie en photopériode
équilibrée L-O (12-12) ont permis d’exclure le sexe du parasite et I'espéce de mollusque comme parametres de
variabilité du rythme d’émission des cercaires de nos expériences ainsi que de minimiser le role de I'h6te dans le
phénoméne. Enfin, la mise en lumiéere du réle potentiel des sporocystes par I'approche d’histologie nous a permis
d’inclure ce stade parasitaire dans les expérimentations de biologie moléculaire.

Si aucune évidence de rythme circadien n’a été montrée, les divers résultats de la premiere partie ont identifié
I'alternance jour/nuit comme le zeitgeber du rythme d’émission des cercaires. Les expériences d’histologie ont mis en
lumiere le role des sporocystes et les expériences de chronobiologie ont permis d’exclure le sexe du parasite, I'espéce
de I’'h6te mollusque et la lumiére rouge comme parametres de variation.

La deuxieme partie de cette these a été consacrée a l'identification des déterminants moléculaires impliqués dans le
rythme d’émission des cercaires. Cette problématique a été abordée avec trois approches de biologie moléculaire
différentes et complémentaires (génétique, épigénétique et transcriptomique).
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L'approche de génétique qui fait office de premier chapitre avec la technique de QTL mapping s’est concentrée sur
I'identification des loci impliqués dans le rythme d’émission des cercaires chez S. mansoni Oman avec |’expérience
intraspécifique issue des croisements entre les deux chronotypes. Les résultats ont montré que le rythme d’émission
des cercaires était multigénique, avec des QTL détectés sur les chromosomes 1, 5 et 6. Parmi tous ces genes, aucun
géne canonique de I’horloge n’a été trouvé, ce qui est en accord avec les travaux de Rawlinson, Reid et al., 2021. lly a
toutefois la présence de facteurs de transcription contenant le domaine bhlh présent dans certains genes de I’horloge.
L'analyse de ces génes candidats a révélé I'implication de certains dans la phototransduction avec notamment la
présence de rhodopsine et rhodopsine-like. L'implication de la rhodopsine dans ce phénomeéne n’est pas surprenante
puisque des rhodopsines et certains GPCR (récepteurs couplés aux protéines G) sont impliqués dans d’autres stades
du parasite comme le miracidium (Hoffmann, Davis et al., 2001 ; EI-Shehabi, Taman et al., 2012 ; Liang, Zao et al., 2016;
Phan, Liang et al., 2022). La présence de genes candidats impliqués dans la modification d’histone (ici acétylation)
représente une découverte encourageante pour I'approche épigénétique portant sur les modifications d’histones dans
le rythme d’émission des cercaires.

Une expérience de QTL mapping interspécifique issue des croisements entre S. mansoni diurne et S. rodhaini nocturne
a aussi été menée dans le but, cette fois ci, de déterminer si les loci impliqués dans le rythme d’émission sont les
mémes entre especes de schistosomes. Les résultats présentés sont des résultats QTL préliminaires réalisés sur les
croisements réciproques séparés. Contrairement a I'expérience intraspécifique réalisée sur les exomes (exome
capture), 'expérience interspécifique a été réalisée sur le génome entier (WGS, whole genome sequencing). Ce choix
de technique se justifie par le fait que les croisements font intervenir deux génomes d’espéces différentes (S. mansoni
et S. rodhaini). Avoir ainsi acces a I'ensemble des génomes parents et recombinés permet de détecter les régions
incompatibles ou de faible recombinaison et d’avoir une meilleure détection des variants. Les résultats préliminaires
ont montré qu’il y avait un QTL dans le chromosome 3 pour les deux croisements réciproques et un QTL dans le
chromosome 4 uniquement pour le croisement B. Ce QTL dans le chromosome 4 n’est pas certain car il n’est pas
présent dans le croisement A (trés loin du seuil de significativité). Cela peut s’expliquer par le fait que ce QTL
chromosome 4 est un artefact ou un phénomene propre au croisement B que I'on peut écarter de notre phénotype
d’intérét, dans le sens ou il n’y a pas de différence significative dans la chronobiologie des individus des croisements
réciproques A et B. L’analyse des genes candidats a révélé des résultats similaires avec I'expérience intraspécifique,
méme si les QTLs ne sont pas sur les mémes chromosomes. Ainsi, aucun géne canonique de |’horloge n’est présent
mais il y a des facteurs de transcription avec un domaine bhlh, des génes impliqués dans la phototransduction dont
des rhodopsines et rhodopsines-like et des génes liés a la modification d’histone (acétylation et méthylation). Avec
ces résultats préliminaires du QTL interspécifique, nous pouvons dire que le rythme d’émission des cercaires (au
travers du phénotype du nombre de cercaires nocturnes), repose sur des régions génomiques différentes, mais sur
des mécanismes similaires.

L’intégration des résultats des approches de chronobiologie et d’histologie avec ceux de I'approche de génétique fait
apparaitre des liens. Ainsi la non évidence de rythme circadien en chronobiologie est confirmée par I'absence de géne
canonique de I'horloge par I'approche moléculaire. L'identification du principal zeitgeber (alternance jour/nuit) est
validée par la présence de génes candidats impliqués dans la phototransduction. C6té photorécepteur, I'approche de
chronobiologie avait écarté la lumiere rouge (et donc par extension les photorécepteurs de type phytochrome). Ceci
est confirmé avec d’une part I'absence de phytochrome et phytochrome-like dans le génome de S. mansoni et d’autre
part avec l'identification de la rhodopsine comme potentiel photorécepteur qui absorbe la lumiéere verte-bleue. Il est
aussi intéressant de noter que la non différence des phénotypes dans les croisements réciproques des expériences de
génétique confirme qu’il n’y a pas d’effet du sexe dans le rythme d’émission des cercaires, comme observé avec la
chronobiologie. Indépendamment de ces liens, les résultats de génétique ont conforté I'intérét de I'étude de la
modification d’histone en mettant en évidence les « writer » et « eraser » de I'acétylation et méthylation des histones.

Le second chapitre de la deuxiéme partie s’est centré sur 'approche d’épigénétique avec pour but de déterminer s’il
y avait un rythme d’acétylation et de méthylation pour les marques H3K4me3 et H3K9ac pour les deux chronotypes
de S. mansoni Oman. Ces deux marques présentent un intérét particulier car elles ont été identifiées comme étant
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rythmiques dans les promoteurs des génes de I'horloge (Koike, Yoo et al., 2012 ; Aguilar-Arnal, Hakim et al., 2013
Takahashi, 2015). De plus la marque H3K9ac chez S. mansoni est présente sur un géne codant pour une rhodopsine
(smp_104210). Cette approche d’épigénétique a nécessité I'optimisation de la technique de ChIPmentation au modéle
biologique de S. mansoni, valorisée sous la forme d’un article (Lasica, de Carvalho Augusto et al., 2022).

Pour le chronotype diurne, aucune évidence de rythme n’a été détectée pour les deux marques. En ce qui concerne le
chronotype nocturne, seul deux pics pour H3K4me3 et un seul pic pour H3K9ac ont été détectés comme rythmiques.
Ces résultats peuvent s’expliquer de plusieurs maniéres. La premiére et la plus simple est qu’il n’y a tout simplement
pas de rythme dans ces deux marques histones. La deuxiéme raison est centrée sur les logiciels de détection qui
pourraient sous-estimer les pics rythmiques. En effet, les logiciels de détection des rythmes sont des outils qui ont été
créés en premier lieu pour les analyses transcriptomiques qui ont des signaux beaucoup plus forts que les expériences
d’épigénétique. Ceci est d’autant plus vrai qu’il a été montré que les logiciels rythmiques détectent plus facilement le
rythme avec un signal fort (Laloum & Robinson-Rechavi, 2020). La quantité de matériel biologique étant souvent un
facteur limitant pour les modeéles atypiques, diminuant la possibilité de fortifier le signal avec une augmentation du
nombre d’échantillons, il est intéressant de s’interroger sur la sévérité des seuils de détection ou alors de développer
des logiciels capables de détecter le rythme d’un signal faible.

Si les évidences de rythme ne sont pas tres probantes pour cette approche d’épigénétique, I'étude des genes associés
aux marques histones s’est révélée intéressante, en retrouvant des genes QTLs, mais aussi des genes impliqués dans
la phototransduction et des rhodopsine-like, ce qui conforte I'intérét de ces voies avec les résultats des autres
approches. L'analyse différentielle des pics entre les chronotypes diurne et nocturne a montré qu’il y avait une
différence significative pour les deux marques. On retrouve de ce fait plus de marque H3K4me3 dans le chronotype
diurne et plus de marque H3K9ac dans le chronotype nocturne, ce qui vient ajouter un nouveau paramétre de
différenciation entre les deux chronotypes en plus de ceux mis en avant dans I'approche de chronobiologie.

La derniere approche de la partie de biologie moléculaire est la transcriptomique dont le but est de déterminer s'il y
a des génes avec une expression rythmique. Les résultats ont montré que la grande majorité des genes rythmiques
était spécifique a chaque chronotype. Il est intéressant de voir que, pour certains génes communs, le pic d’expression
est différent entre les deux chronotypes. Cette différence globale de pic d’expression se retrouve sur I'ensemble des
génes rythmiques des deux chronotypes. Chez le chronotype diurne, la majorité des pics d’expression est a 8h, soit 4h
avant le pic d’émission tandis que chez le chronotype nocturne le pic d’expression est a 4h, soit 16h avant le pic
d’émission. Cette différence peut s’expliquer par le fait que le signal environnemental pergu par les deux chronotypes
n’est pas de la méme puissance. Les analyses différentielles des génes candidats entre les deux chronotypes ont
montré qu’il y avait plus de rhodopsine exprimée chez le chronotype nocturne. On peut donc en déduire que le
chronotype nocturne est plus sensible a la lumiére et plus largement aux signaux environnementaux. Les pics
d’expression nocturnes a 4h pourraient signifier la perception d’un signal environnemental faible, puis I'apparition de
la lumiére entrainerait 'activation de plusieurs rhodopsines qui déclencheraient un signal fort dans la cellule et une
inhibition des mécanismes qui permettraient la sortie des cercaires. Dés I'apparition de la nuit, le fort signal
d’inhibition enclenché par les rhodopsines est levé, démarrant ainsi I’émission des cercaires. La présence de plusieurs
rhodopsines qui agiraient de concert pour faire un fort signal d’inhibition levé dés la nuit expliquerait le phénotype
tres abrupt d’émission de cercaires nocturnes qui débute immédiatement a la nuit. Pour le chronotype diurne, a
I'inverse, qui a un pic d’expression majoritaire a 8h et exprime moins de rhodopsine, nous pouvons penser qu’il faut
un signal environnemental fort pour enclencher I'émission des cercaires. En d’autres termes, s’'il y a moins de
rhodopsine/rhodopsine-like exprimée dans les cellules, il faut, pour que le niveau de signal cellulaire soit assez fort,
attendre une plus forte intensité lumineuse qui arriverait a 8h et enclencherait ainsi I’émission des cercaires.

L'analyse des génes rythmiques pour les deux chronotypes a révélé des genes rhodopsine, rhodopsine-like, des génes
impliqués dans la phototransduction, 'acétylation des histones (chronotype diurne uniquement), des facteurs de
transcription (chronotype nocturne uniquement) dont certains sont communs avec les expériences de QTL et de
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ChIPmentation. L’ensemble des résultats de biologie moléculaire fait émerger des voies intéressantes mais surtout
communes aux trois approches, avec I'absence de géne canonique de I’horloge, la mise en avant de genes impliqués
dans la phototransduction avec la rhodopsine comme photorécepteur, et méme la modification d’histone. Intégrés
avec la premiére partie de la thése, les différents résultats indiquent que le rythme d’émission des cercaires repose au
minimum sur un mécanisme de phototransduction, ol la rhodopsine joue un role central. Ce mécanisme semble étre
certainement commun entre les différentes especes de schistosomes mais reposerait sur I'action de régions
génomiques différentes. Par exemple, le nombre de génes rhodopsine/rhodopsine-like exprimés pourrait étre un
facteur qui expliquerait la différence de chronotype. En effet, le chronotype diurne de S. mansoni Oman exprime moins
de rhodopsine et a besoin d’un signal environnemental/lumineux fort pour enclencher une transduction assez forte
pour enclencher le rythme d’émission des cercaires (Figure_87). A 'inverse, le chronotype nocturne, qui a plus de
rhodopsine/rhodopsine-like exprimés, percoit les signaux environnementaux faibles (ex : les tout premiers rayons du
soleil) pour enclencher une transduction qui bloquera I'émergence des cercaires jusqu’a la levée de cette inhibition
par le retour de la nuit (Figure_87). Ce scénario est renforcé par la forme des profils d’émission des cercaires qui
s’enclenche dés le début de la nuit comme un interrupteur.
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Pour résumer, les approches phénotypiques et moléculaires convergent vers une méme interprétation du rythme
d’émission des cercaires chez S. mansoni, illustrant ainsi I'intérét et la complémentarité d’une vision intégrative du
phénoméne. Ces approches ont mis en lumiére des caractéristiques propres a chaque chronotype, comme |'heure du
pic, l'intensité de la plage d’émission et le pourcentage de cercaires nocturne avec la chronobiologie, ou encore
I'acétylation et la méthylation des histones avec I'épigénétique et aussi le pic du rythme de I'expression de génes
rythmiques avec la transcriptomique. La différence d’acétylation et de méthylation des histones entre les deux
chronotypes présente une piste intéressante dans I'identification des schistosomes. Si les techniques de détection
avec les séquences COX et ITS sont robustes et éprouvées, la problématique des individus hybrides amene a
complexifier I'interprétation des résultats. Les analyses différentielles de I'acétylation et de la méthylation des
histones avec H3K9ac et H3K4me3 sont un résultat qui doit étre creusé. Ainsi, il faudrait effectuer de nouvelles
expériences de ChlPmentation, sur différentes especes de schistosomes « pures/modeéle » et aussi hybrides pour
essayer d’identifier des profils de marques histones. Ce potentiel outil d’identification épigénétique permettrait ainsi
une identification plus fine des schistosomes hybrides.

Les résultats des approches phénotypiques et moléculaires convergent vers la non évidence de rythme circadien. Des
nuances peuvent étre apportées a cette conclusion. En effet, la perte totale de rythme d’émission des cercaires
observée avec les expériences de chronobiologie ne permet pas d’affirmer ou d’infirmer la nature du rythme. Les
conditions drastiques de photopériode continue pourraient avoir perturbé d’autres fonctions biologiques comme par
exemple la production cercarienne et faire disparaitre le rythme d’émission. Nous pouvons ajouter a cela I'absence de
géne canonique de I’horloge dans le génome de S. mansoni qui ne signifie pas qu’il n’existe pas d’autres genes au rble
similaire mais a I’heure actuelle inconnus. Pour statuer de fagon claire sur la nature circadienne ou non du rythme, de
nouvelles expériences de lumiére pulsée en chronobiologie doivent étre faites. Ces expériences permettront ainsi de
déterminer si le rythme d’émission des cercaires est bien exogene ou s'il est endogéne en suivant soit le modéle du
sablier soit le modele de la coincidence externe.

La transversalité des approches a mis en lumiére I'alternance jour/nuit comme zeitgeber, soutenue par la sélection
subjective des genes impliqués dans le phénoméne de phototransduction. Toutefois, les acteurs des transductions
d’autres signaux environnementaux ne sont pas a exclure, bien au contraire. Par exemple, chez le némathelminthe, C.
elegans, la phototransduction passe par la protéine LITE-1 appartenant a une famille de récepteurs gustatifs chez les
invertébrés (Liu, Ward et al., 2010). On peut donc naturellement penser que les rhodopsines ne sont pas forcément
les seuls photorécepteurs chez S. mansoni mais aussi que la perception de la lumiére peut passer par d’autres signaux,
par exemple un changement dans le pH gastrique du mollusque médié par un rythme circadien de la digestion. Si la
sélection subjective présentée dans cette theése s’est concentrée autour de la réception du signal lumineux et de la
cascade associée, la prochaine étape dans les analyses des genes est d’y inclure les genes responsables des messages
nerveux qui résultent de la réception de la lumiére, les récepteurs de ces messages et les actions qui en découlent.

Nos expériences d’histologie ont mis en lumiere I'intérét de la forme sporocyste qui pourrait jouer un role dans le
rythme d’émission des cercaires. En réponse a cet intérét, les sporocystes ont été inclus dans les expériences de
biologie moléculaire (épigénétique et transcriptomique). Si avoir plusieurs stades du parasite dans une seule analyse
moléculaire peut étre préjudiciable dans I'interprétation des résultats, I’état actuel des connaissances et la technique
ne nous permettent pas d’exclure le stade sporocyste. En effet, il faut savoir que le phénomene de sortie des cercaires
du sporocyste reste encore inconnu et qu’exclure le sporocyste des analyses est une potentielle perte d’information
non négligeable dans la compréhension du phénomene. De plus, il est impossible de dissocier physiquement un
sporocyste des cercaires qu’il contient, ne permettant pas une analyse séparée des stades. Ce trou dans les
connaissances, généré par la difficulté du modeéle biologique, est un sujet de recherche a approfondir. Pour cela de
nouvelles expériences d’histologie pourraient étre menées notamment en réalisant des coupes histologiques sur des
mollusques prélevés toutes les heures sur minimun 24h afin d’avoir une chronologie de développement du parasite
dans les tissus. Ces expériences d’histologie doivent étre menées a la fois sur les schistosomes du groupe des ceufs
avec éperon terminal, comme S. mansoni qui posséde des « birth pore » (Théron, 2015) et les schistosomes d’autres
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groupes comme S. bovis, S. haematobium ou S. intercalatum ou aucune structure de sortie sur les sporocystes n’avait
été observée.

Enfin, les diverses expériences de chronobiologie et d’histologie ont montré leur intérét et leur importance dans cette
these pour compléter et éclaircir les approches de biologie moléculaire. Toutefois I'ancienneté des articles portant sur
la chronobiologie de I’émission des cercaires montrent un désintérét et une méconnaissance du sujet. Pourtant
aujourd’hui avec I'émergence de plus en plus fréquente d’hybrides, rendant petit a petit caduques les connaissances
anciennes, il est primordial de s’intéresser de nouveau a cet aspect de chronobiologie de I'’émission des cercaires. Ceci
est notamment renforcé par le réchauffement climatique et I'émergence du parasite en Corse dépassant ainsi les
limites géographiques des zones tropicales. Des expériences de chronobiologie supplémentaires doivent étre menées
notamment sur la capacité du rythme d’émergence des cercaires a évoluer ou non en fonction de la température. En
d’autres termes, de voir si le parasite sous conditions hivernales émettra ces cercaires aux mémes horaires qu’en
conditions optimales de température ?

Les travaux de thése soulévent beaucoup de nouveau questionnements et de champs de recherche a approfondir. lls
présentent ainsi les bases chronobiologiques et moléculaires du rythme d’émission des cercaires chez les deux
chronotypes de S. mansoni et illustre la nécessité d’aborder les phénomenes biologiques avec une approche
transversale pour comprendre les subtilités et les diverses nuances de la relation phénotype/génotype.
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Participation aux congres, manifestations scientifiques et Distinctions

En national

- 10éme CONGRES DES DOCTORANTS - Communication orale + poster + vidéo. 19 novembre 2021 3&éme prix pour la
présentation orale, ler prix pour la présentation de Poster et de vidéo.

- Féte de la science 2018 (Promotion de faire une these aupres de classes de lycée, stand Upvdoc)

- Féte de la science 2019 et 2020 (stand du laboratoire IHPE)

En international

Summer Internship 2019 - Texas Biomedical research institute (2 présentations orales en tant qu’invitée) juin a
septembre 2019

4 congres internationaux:

- 85th Cold Spring Harbor Laboratory Symposium on Quantitative Biology: Biological Time Keeping — Lasica et al.,
Poster- 1 juin 2021

- 18th Ecology and Evolution of Infectious Diseases (online) meeting - Lasica et al., Poster- 14 juin 2021 + 2éme prix du
meilleur teaser video

- 15th International Conference on Molecular Epidemiology and Evolution Genetics of Infectious Diseases (MEEGID
XV) — Lasica et al., Présentation orale- 2 novembre 2021

- Molecular Helminthology: An integrated Approach, San Antonio, Tx, USA, Poster, Mouahid G., Chevalier F., Langand
J., Lasica C. ... & Moné H. April 7-10th 2019.

Teaser vidéo (anglais) : https://vimeo.com/557965346
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Annexe 1

Annexe 1 : Article sur la chronobiologie comme outil de mise en évidence d’un
événement d’hybridation
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Abstract

Schistosomiasis remains a parasitic infection which poses serious public health consequences around the world, particularly on
the African continent where cases of introgression/hybridization between human and cattle schistosomiasis are being discovered
on a more frequent basis in humans, specifically between Schistosoma haematobivm and 8. bovis, The aim of this paper is to
analyze the occurrence of 5. bovis in cattle and its relationship with 5. haematobium in an area where cattle and humans share the
same site in Benin (West Africa). We used the chronobiology of cercarial emergence as an ecological parameter and both
molecular biology (COLmtDNA and ITS rDNA) of the larvae and morphology of the eggs as taxonomic parameters. The results
showed a chronobiological polymorphism in the cercarial emergence rhythm. They showed for the first time the presence of
8. bovis in Benin, the presence of introgressive hybridization between S, bovis and 5. haematobium in domestic cattle, and the
presence of atypical chronobiological pattems in schistosomes rom cattle, with typical 8. haematobium shedding pattem,
double-peak patterns, and noctumal patterns. Our results showed that the chronobiological hife-history trait 15 useful for the
detection of new hosts and also may reveal the possible presence of introgressive hybridization in schistosomes. Our results, for
the first time, place cattle as reservoir host for S, heematobium and 5. bovis x 8. haematobium. The consequences of these results
on the epidemiclogy of the disease, the transmission to humans, and the control of the disease are very important.

Keywords Schistosoma bovis - Schixtosoma haematobium - Introgressive hybridization - Cercarial emergence pattern - Cattle -
Benin
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waorld, particularly on the African continent which harbors
85% of the total number of infected people worldwide
(Chitsulo et al. 2000, Engels et al. 2002). In Africa, humans
can be infected with four species of Schistosoma: Schistosoma
mansoni Sambon, 1907, 5. kaematobium, S, intercalatum
Fisher, 1934 and 8 guineensis Pagés, Jourdane, Southgate
& Tehuem Tehuenté, 2003 where 8. haematobinn is the most
prevalent species affecting around 112 million people (WHO
2019). Cattle schistosomiasis affects approximately 165 mil-
lLion domestic cattle worldwide and the discase is of veterinary
and economic significances (De Bont and Vercruysse 1997).
In Africa, species such as 5. bovis, 8. curassoni Brumpt, 1931,
5 martheei Veglia & Le Roux 1929, and S. leiperi Le Roux,
1955 are responsible for inducing severe infections in animals
(De Bont and Vercruysse 1998). Africa is also the continent
where cases of introgression/hybridization between human
and cattle schistosomes are being discovered on a more fre-
quent basis, specifically between 5. haematobium and
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5. bovis. All but one of these cases were found in humans in
West Africa: in Niger (introgression of 8. haemarobium by
genes of 8 bovis, Brémond et al. 1993; Leger et al. 2016),
in Senegal (bidirectional mtrogression, Huyse et al. 2009,
Webster et al. 2013), m Mal (hybnds, Soentjens et al.
2016), in Cote d'Ivoire (Angora et al. 2019), and in Benin
{introgressive hybrdization, Moné et al. 2015). The outlying
case was from Corsica (France) (introgressive hybndization,
Moné et al. 2015). Hybridization between 8. haemaiobium
and 8 bovis in a non-human host was found in one rodent,
Mastomys huberti Wroughton, 1909 in Senegal, which was
shown to harbor a hybrid female (Catalano et al. 2018).

In Benin, two species of human schistosomes are reporied
in the literature: 8. haematobium and S, mansoni (Moné et al.
200100 & haematobivm is widely distributed, with a national
prevalence of 17.6%, while 5. mansoni has a narrow distribu-
tion, with a prevalence of 2.3% (Onzo-Aboki et al. 2019).
Introgressive hybridization between S. bovis and
S. haematobium was already reported for humans in Benin
{(Moné et al. 2015) but, as a species, 5. boviy was never report-
ed in this country. This is interesting given that all of Benin's
neighboring countries including Togo, Burkina Faso, Miger,
and Migeria were known to harbor this bovine species (Moné
etal. 1999). In many villages in Benin, humans and cattle live
in close proximity. Since the snails from the genus Bulinus are
known to act as intermediate hosts for both S haemarobium
and 8§ bowis, a logical question to consider is whether cattle in
these areas could be infected by 8. bovis or 8 haemaiobium
and 1f introgressive hybridization exists between the two
species.

The aim of this paper is to analyze the occurrence of
5. bovis in cattle and 1ts relationship with S haematobium in
an area where cattle and humans share the same site (Fig. 1).
‘We used the chronobiology of cercarial emergence as an eco-
logical parameter, as the cercarial emission is related to the
definitive host behavior (Théron et al. 1997; Ibikounlé et al.
2012; Mouahid et al. 2012; Mintsa-Nguema et al. 2014), the
emission pattern of 8. bovis cercariae is different {carly
diumal, Mouahid et al. 1991) from that of 5. haematobim
cercariae (midday to late diurnal, Mouahid et al. 1991}, and
since schistosome cercarial emission has been shown o have
a genetic base (Théron and Combes 1988). We also used both
molecular biology (cytochrome ¢ oxidase (COT mtDNA) and
internal transcribed spacer (ITS rDNA)) of the larvae and
morphology of the eggs as taxonomic parameters.

Materials and methods
Geographical sampling position

The study was conducted on cows and schoolchildren (ele-
mentary school; latitude N: 6734'39.84"; longitude E: 2731
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9.037) from 2017 to 201 8 in Kessounou Village, located in the
department of Ouémé in southeastern Benin (Fig. 23, The
district of Kessounou is a fluvio-lacustrine zone characterized
by a four-season subequatonal climate (Abou et al. 2018): (ijpa
long rainy season from March to June, (n) a short dry season
in July and August, (iii) a short rainy season in September and
October, and finally (iv) a long dry season that runs from
November to February. The Ouémé River crosses
Kessounou and periodically floods the entire area during its
fload period (mid-July to early November). During the period
where river water levels are low (December o June), almost
all of the water disappears giving way to ponds in various
places. The climatic characteristics observed at Kessounou
favor the seasonal installation of freshwater snails, especially
during the flood period. Adults engage in fishing, agriculture,
and livestock breeding. Schoolchildren regularly fish and
search for crabs and shrimps for sale, which places them in
permanent contact with contaminated waters. Cattle breeding
is done in collectivity. Cows are left to wander even during
periods of flooding and they never leave Kessounou unless
they are sold. According to the breeders, most of the cows
were born in Kessounou and some have spent more than
20 vears in the one location,

Schistosoma egg and miracidium recoveries from
cattle

The teces from 48 cows were collected indmvidually (from 150
to 250 g), immediately after defecation. The infection status of
each fecal sample was analyzed using the miracidial hatching
test from 50 g of feces. The Alration technigue consisted of
placing the 50 g of feces in a container with halfa liter of NaCl
9% saline solution, The solution was then homogenized using
an electric hand mixer, passed through a series of decreasing
mesh vacuum sieves (315 pm, 180 pm, 106 wm, and 45 pm),
then washed with NaCl 9%, saline solution using a pressure
pump. The residues retained on the 45 pm pore size sieve
were placed in a beaker containing drilling water, at room
temperature under light, for miracidial hatching. Among the
48 cows, 35 were found positive (73%). We chose to continue
the analyses with the four fecal samples that gave the most
miracicha (BK 19, BK24, BK26, and BK29), The rest of the
fecal sample from each of the four cows was then filtered as
above and separated into two subsamples: the first subsample
was once again passed through the 45 pm pore size sieve, and
the eggs were placed in a beaker containing drilling water for
miracidial hatching. Several miracidia from each cow were
collected imdividually onto FTA® Classic Cards (Whatman,
GE Healthcare companies, Little Chalfont, United Kingdom)
and then transferred to University of Perpignan (France) for
molecular analyses; the rest of the miracidia from the four
cows were mixed and used for snail infection; the second
subsamples from the four cows were once again individually
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Fig. 1 Kessounou sampling arca
where cows access water in close
proximity to houses

passed through the 45 pm pore size sieve in 9% NaCl saline
solution and the eggs from the four subsamples were mixed
for an egg morphology study.

Schistosoma egg and miracidium recoveries from
schoolchildren

Urine samples from 76 schoolchildren were collected individ-
ually, The infection status of each urine sample was analyzed
using the syringe filtration technique (Boko et al. 2016:
Onzo-Aboki et al. 2019) after staining cach filter with
Lugol solution. One of the 18 girls’ samples (5.6%) and 4
of the 58 boys (6.9%) were found positive. The rest of the
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five positive urine-egg samples (DK20, DK23, DK54, KE14,
and KE15) were individually filtered according to the same
procedure as above, and the filters were placed in saline so-
lution. Two subsamples were made from each urine sample:
the first subsample was passed through a 45 pm pore size
sieve and the eggs were placed in a beaker containing drilling
water for miracidial hatching. Several miracidia were collect-
ed individually for each urine sample in Eppendorf tubes
(only one miracidium per tube), containing 95° alcohol, then
transferred to the University of Perpignan (France) for mo-
lecular analyses. The second subsamples from the five urine
samples were mixed in saline solution for an egg morphology
study.

Fig. 2 Sampling arca. a Map of Benin; Kessounou Village (black circle) in Ouémé Department. b Kessounou Village (white with black circles). ES:

Elementary School
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The stools from the tour unne-egg-positive boys were col-
lected individually. Each stool was passed through a series of
sieves (315, 180, 106, and 45 pore size) and washed through
with 9% NaCl saline solution with a pressure pump.

The eggs that were retained on the 45 um pore size sieve
were collected in a beaker containing saline solution. The
presence of eggs was ascerlained under a binocular micro-
scope. Only one stool was found positive and two subsamples
were made: the first subsample was passed through the 45 pm
pore size sieve and the eggs were placed in a beaker contain-
ing drilling water for miracidial hatching. Several miracidia
were collected individually in Eppendort tubes (only one mi-
racidium per tube) containing 95° alcohol, then transferred to
the Umiversity of Perpignan (France) for molecular analyses.
The second subsample was kept in 9% Na(Cl saline solution
for an egg morphology study.

Snail infection

Two species of freshwater snails, Bulinus forskalii
(Ehrenberg, 1831) and Buwlinus globosus (Morelet, 1866),
were collected in Kessounou Village and used in this study.
These species were identified using shell morphology ({ Brown
1994). All of the collected snails were tested Tor infection with
schistosomes or other trematodes for a period of 35 days.
MNone of the snails used for the infection were found to be
naturally infected. We exposed 43 Bulinus forskalii (6.3 1o
8.2 mm in height) and 62 Bulinus globosus (4.4 to 7.6 mm
in height), mdividually, to 3 miracidia obtained from the eggs
originating from a mixture of feces from the 4 cows (BK19,
BK24, BK26, and BK29). The snails of cach species were
maintained separately, fed with dry and fresh salad in water
at 28 °C with a balanced photoperiod (12 h light, 12 h dark)
and a photophase from 6:00 am to 6:00 pm. The snails were
then transferred to Perpignan (France) for cercarial emission
and molecular analyses.

Cercarial emergence pattern

The snails were maintained individually in glass vessels con-
taining 150 ml of drilling water, at a constant temperature
(25 °C), balanced photoperiod (light'dark: 12 h/12 h), and
photophase (6:00 am to 6:00 pm), They were given fresh
washed lettuce ad libitum. The cercarial emission rhythm
{chronobiology) was studied for five consecutive days for 13
infected snails, 11 Bulinus forskalii (Kf1 to Kf11), and 2
Bulinus globosus (Kgl and Kg2) to show the stability of the
emission pattern, from the 6th day afler the first day of the
patent perind, 1.e., 32 to 38 days after snail exposure to the
miracidia. Each hour, each snail, with its lettuce, was trans-
ferred into a new vessel. The water left in the vessel, contain-
ing the cercariag, was transferred to a container where a few
drops of Lugaol solution was added to kill the cercariae and
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red-color them; this solution was then filtered through a Nitrel
polyamide filter (25 pm pore size). The cercariae retained on
the filter were counted under the binocular microscope.
Cercariae emitted by four infected Bulinus forskalii (KI5,
Ky, K8, and Kf9) and the two Bulinus globosus (Kgl and
Kg2) were individually stored onto FTA® Classic Cards
(Whatman, GE Healtheare companies, Little Chalfont,
Umited Kingdom), as described above, for molecular studies.

Molecular analyses
DNA extraction

DNA from miracidia collected in aleohol was extracted ac-
cording Beltran et al. (2008) and stored at — 20 °C. DNA from
either miracidia or cercariae individually stored on FTA®
Classic Cards (Whatman, GE Healthcare companies, Little
Chalfont, United Kingdom) was extracted as follows. A 3-
mm disk was removed with a Craft Punch from the FTA®
Classic Cards at the center of where the miracidium or cercaria
was loaded. The disks were deposited in Eppendor! tubes
(1.5 ml) and an initial washing step with 100 pl of Milli-Q)
water was performed. After a 10-mn incubation at room tem-
perature, water was removed and replaced with 80 ul of 5%
Chelex® 100 Molecular Biology Grade Resin solution (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, California, USA). The sample
was then heated to 65 °C for 30 min at a stirring speed of
200 rpm followed by a second heating at 99 °C for 8 min
without stiming. DNA was finally collected by centritugation
at 14,000 rpm for 2 min. Fifty microliters of the supernatant
(DNA) of each sample was taken and stored at —20 °C for
further molecular analyses.

Rapid diagnostic multiplex PCR

A rapid diagnostic multiplex PCR was used to target the COI
miDNA gene. We used the technique of Webster etal. {2010),
optimized by Van den Broeck et al. (2011} and Angora et al.
(2019). The primers were one universal reverse primer
(Shmb.R: 5-CAA GTA TCA TGA AAY ART ATR TCT
AA-3") and three species-specific forward primers (for
8 haematobivm (120 bp) Sh.F: 5-GGT CTC GTG TAT
GAG ATC CTA TAG TTT G-3', for 8. bovis (260 bp) Sb.F:
SYGTTTAG GTA GTG TAG TTT GGG CTC AC-3" and for
& mansoni (215 bpy Sm.F: 5-CTT TGA TTC GTT AAC
TGG AGT G-37). Each PCR amplification of partial COI
mtDNA was carried out in a total volume of 10 pl, containing
2 pul of DNA template, 2 ul of the GoTag® Flexy buffer
(Promega; Madison, Wisconsin, USA), 0.6 pl of 25 mM
MgCla, 1 pl of 10% primer mix (4 pl of 100 uM universal
reverse primer, 4 pl of each 100 pM forward primer, and
84 ul of milli-Q water), 0.2 pl solutions of dNTP at 10 mM
each, 0.2 pl of the GoTaq® G2 Hot Start Tag Polymerase
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(Promega), and 4 pl milli-Q) water. The PCR conditions in-
volved an initial phase of activation of GoTag Polymerase at
95 °C for 3 min followed by 45 amplification cycles. Each
cycle compnised DNA denaturation step at 95 °C for 10 s,
followed by primer annealing at 52 °C for 30 s, and an elon-
gation step at 72 °C for 10 5. The program ended with a final
extension at 72 °C for 2 min. The PCR products were exam-
ined on 2.5% agarose gels at 135 V for 40 min using the
100 bp DMA size marker {Promega) for size estimation.

COl mtDNA PCR

Partial COl miDNA amplification was performed by PCR
using the forward primer, Cox1_schist F: 5-TCTT
TRGATCATAAGCG-3', and the reverse primer,
Cox| _schist-R: 5-TAATGCATMGGAAAAAAACA-3
(Lockyer et al. 2003), PCR conditions used were those as
described i Moné et al. (20135).

ITS rDNA PCR

PCR amplification of ITS rDNA (partial 185, ITS1, 5.85, and
[TS2) was performed using the primers of Barber et al. (2000):
ITS4F: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"; ITSSR: 5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3". The amplification
was carried out in a total reaction volume of 25 pl, containing
2 ulof DNA; 1.5 pl of MgCls (25 mM), 5 ul of the 5= buffer
{Promega), | ul ot each of the primers (10 pM), 05 pl ot each
ANTP (10 mM), 0.2 pl of Go Taq polymerase ( Promega), and
13.8 pl of H20 using a thermocycler (Techne TC-Plus, Bibby
Scientific, Staffordshire, UK). The reaction conditions includ-
ed an activation step at 95 °C for 3 min, followed by 45
amplification cycles. Each cycle comprised a DNA denatur-
ation step at 95 °C for 40 &, followed by primer anncaling at
48 =C for 40 s and an elongation step at 72 *C for 1 min 10 s
and a final extension at 72 °C for 5 min, One percent agarose
gel electrophoresis was used to visualize the ITS rDNA-PCR
products.

Sequencing

Partial COT mtDNA gene and ITS rDNA region were se-
quenced (Genoscreen; Lille, France) using the reverse
primers: some regions were also sequenced using the forward
primer in order to confirm the sequence. The sequences were
manually edited using Sequencher 4.5 (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, USA). For the analysis of nuclear
pene sequences (1TS rDMA), the sequence polvmorphism was
verified and confirmed by visualization of the raw sequence
chromatograms. Since this gene has biparental transmission
and segregation sites (polymorphic sites) between
& haematobium and §. bovis, the sequence chromatograms
were carefully checked to identify the presence of possible

heterozygosity. At each polymorphic site where two chro-
matogram peaks overlapped (indicating the genetic signature
of both parents). the [UPAC ambiguity symbols were used to
indicate the ndividual nucleotide polymorphisms. Thus, Y
mdicates the presence of the bases T and C, rather than an
ambiguous reading between T and C. Similarly, R indicates
the presence of the bases A and G and not an ambiguous
reading between A and (. The different haplotypes and the
different profiles are presented in Table | for the COI miDNA
gene and the ITS rDNA region, respectively.

Partial COl mtDNA phylogenetic analysis

DNA multiple sequence alignments were performed using
Muscle program (Edgar 2004) on the MEGA 7.0 software
(Kumar et al. 2016) and refined by Gblocks 0.91b
(Castresana 2000; Dereeper et al. 2008, 2010). The probabi-
listic model of sequence evolution (Nei and Kumar 2000} and
the gamma distribution (G} to approximate rate heterogeneity
among haplotypes was performed using MEGA 7.0 software.
The best model with the lowest BIC score (Bayesian
Information Criterion) was HKY + G (Hasegawa-Kishino-
Yano with the gamma distnibution). A phylogenetic tree using
the maximum likelihood method was constructed. The maxi-
mum likelihood method was performed using MEGA 7.0

bootstrapping procedure (1000 replicates). The topology of
the tree was rooted by 8. intercalafum, The comparison was
also performed using the percentage of difference caleulated
from the pairwise distances data obtained by using MEGA 7.0
software.

Egg morphology

The eggs were mounted individually at random 1 a 9% NaCl
solution beneath glass cover-slips on glass slides using a
Pasteur pipette. They were photographed and measured
(length, width, spine length, and length/width ratio) by nu-
croscopy. Only the eggs which contained a living miracidium
were measured. In total, 113 eggs were measured: 47 from
cow feces, 48 from schoolchildren urines, and 18 from the
schoolchildren stool.

Statistical analyses

Means and standard errors were calculated. The Mann-
Whitney test was used for measure comparisons and the
Fisher's exact test was used for proportion comparisons using
the BiostaTGV hitps://biostalgy sentiweb. [r. The probability
values (p) less than 5% were considered statistically
significant.
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Table 1 Origin and sample label

of the miracidia and cercariac Host_Biological material_Larval stage Sample label COI mtDNA ITS rDNA
used for the molecular analyses.
Number of haplotypes/number of Cow_feces miracidium BKI19 35 2/5
sequenced larval stages (either BK24 2/5 3/5
miracidia or cercariae) for the i BK26 25 35
COI mtDNA gene and number of
profiles/number of sequenced BK29 35 25
larval stages (either miracidia or B. forskalii exposed to miracidia from cows_Cercana Kf5 1/5 1/5
cercanac) for the ITS rDNA K6 113 13
e Ki8 13 13
K 213 13
B. globosus exposed to miracidia from cows_Cercana Kgl 1/5 1/5
Kg2 15 1/5
Child_urine_miracidium DK20 13 -
DK23 4/6 56
DK54 272 12
KEl4 211 6/14
KEIlS 411 5/10
Child_stool miracidium KE14 34 713
BK. Kf, and Kg: cow origin; DK and KE: schoolchild origin: “—": not available
Results and Kf11) or 8 am (for Kf2, Kf3. K6, Kf7, and Kf8), then

Snail infection

Of the 43 B. forskalii that were exposed, 16 survived and
11 shed cercariae (69%) (Kfl to Kfll); of the 62
B. globosus that were exposed, 52 survived and only 2
shed cercariae (2.9%) (Kgl and Kg2). The percentage of
infection was significantly higher for B. forskalii com-
pared to B. globosus (Fisher's exact test; p<0.0001).
Prepatent periods lasted 26 days (from the B. forskalii
K1, Kf2, Kf3, Kf4, Kf5, Kf6, Kf7, and Kf8 and from
the B. globosus Kgl), 30 days (from the B. forskalii Ki9
and Kf10), or 32 days (from the B. forskalii Kf11 and
from the B. globosus Kg2).

Cercarial emission patterns

The cercarial emission patterns were analyzed for the 13
positive snails (11 B. forskalii and 2 B. globosus) during
S consecutive days (65 occurrences in total) from the 6th
day after the first day of the patent period, ic. 32 to
38 days after snail exposure to the miracidia. The results
showed a variability in the patterns; we identified four
different patterns (Fig. 3), and each snail harbored only
one pattern.

a- An early diurnal pattern was observed for 7 of the 13
snails (53.8%). Cercarial emission began at 6 am, imme-
diately after the start of the light period; it increased very
rapidly to reach an emission peak at either 7 am (for Kfl
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decreased gradually to stop at 2 pm. Immediately afier the
beginning of the dark period, very low cercarial emissions
were observed at 7 pm, and sometimes at 8 pm as well.
The mean pattern showed that more than 97% of the cer-
cariae were shed during the day and a peak occurred at
8 am (Fig. 3a);

A midday to late diurnal pattern was found for 1 of the 13
snails (7.7%). More than 90% of the cercariae were shed
during the day. Cercarial emission mainly occurred from
12 am to 6 pm with an emission peak at 2 pm (Kg2),
followed by a gradual decrease during the daylight hours
and then a rapid decrease at the beginning of the dark
period (Fig. 3b):

An carly diurnal and nocturnal pattern was found for
4 of the 13 snails (30.8%). The percentages of cer-
cariae shed during the day were highly variable and
represented from more than 90% (as for the two pre-
vious chronotypes) to less than 60%. The diurnal
cercarial emission occurred during the 4 to 5 first
hours of light with peaks at 7 am (for Kf5), 8 am
(for Kf4 and K9). or 9 am (for K{10). The nocturnal
cercarial emission occurred mainly during the first
hour of darkness where another peak was observed
for the 4 snails for which Kf5 represented more than
40% of the total cercarial daily emission. The mean
pattern had more than 79% of the cercariae that were
shed during the day and harbored two peaks, an early
peak at 8 am and a nocturnal peak at 7 pm (Fig. 3c¢);
A late diurnal and nocturnal pattern for | of the 13 snails
(7.7%). Roughly 60% of the cercariae were shed during

Vi
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Fig.3 Cercarial emission patterns from infected snails, each exposed to 3
miracidia of Schisrosoma from cow feces. a Early diumal pattern for
B forskalii (K1, K2, K3, Kfo, K7, K8 and K1), b Midday to late

the day. Cercanal emission occurred mainly from 4 pm to
7 pm with an emission peak at 7 pm (Kgl) (Fig. 3d).

COl mtDNA (894 bp)

Ninety-one sequences were analyzed. The numbers of haplo-
types on the numbers of sequenced larval stages for each sample
{4 cows, 6 snails, and 5 schoolchildren) are presented in Table 1.
We found from 2 to 3 haplotypes per cow, from | to 2 haplo-
types per snail, and from 1 to 4 haplotypes per child. In total, 13
haplotypes were found: & haplotypes from cows (K_Cow_Hapl
to K Cow Hap6) which contained 13 mutation sites, all differ-
ent from the 7 haplotypes from schoolchildren (K. Child Hap7
to K Child Hapl3), containing 16 mutation sites (Table 2).
Sequence data were deposited in the NCBI GenBank database
under the accession numbers MTI159589 to MTI59601, The
percentages of differences ranged between 0.11 and 1.36% be-
tween the cow and the human haplotypes. Site polymorphism
was shared between cows and schoolchildren in seven different
positions while six positions were polymorph enly in cows and
only eight in schoolchildren. One haplotype was harbored by
only one individual {either cow (K Cow Hap|: accession mim-
ber MT159589, K Cow Hap2: accession number MT159590

diurnal pattern for 8. globosus (Kg2), ¢ Early diurnal and nocturmal
pattern for &, forskalii (K4, K13, K9, Ki10). d Late diurnal and
nocturnal pattem for 8. globosus (Kgl)

and K Cow Haph: accession number MT159594) or school-
child (K_Child_Hapl0: accession number MT159598,
K_Child Hapl12: accession number MT1359600 and
K. Child Hapl3: accession number MT159601)) or was shared
by different cows (K_Cow_ Hap3: accession number
MT139591, K_Cow_Hap4: accession number MT159592 and
K_Cow_Hap5: accession number MT159593) or different
schoolchildren (K Child Hap7: accession number MT1593595,
K_Child_Hap8: accession number MT159596, K_Child_Hap®:
accession number MT159597 and K_Child_Hapl1: accession
number MT159599). Three different haplotypes were found
from the snails among the six recovered in the cows; they were
different between B. forskalii (K_Cow _Hap1: accession number
MT1359589 and K_Cow_Hap2: accession number MT159590)
and B8, globosus (K Cow Hapd: accession number MT 159592),
Two haplotvpes (K Child Hap8: accession number MT159596
and K Child Hap9: aceession number MT159597) were shared
by miracidia that came from the same child in both the urine and
the stool.

ITS rDNA (946 bp)
Eighty-nine sequences were analyzed for the 185, ITS1, 5.88

and ITS2 genes. The first 22 bp of our ITS rDNA sequences
belonged to the 185 gene and no variability was found
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between any of our samples. We thus no longer gave this gene
further consideration. Eleven profiles were found with the
ITS1, 5.85 and ITS2 sequences, with 2 to 3 profiles per
cow, only 1 profile per snail and 1 1o 7 profiles per child
{Table 1). Sequence data were deposited in the NCBI
GenBank database under the accession numbers MT158872
to MT158882.

Table 3 shows that the 11 profiles may differ by their ITS]
gene (458 bp: from position 23 to position 480), with 5 genetic
variants at three positions (TGT, TAT, TGY, TRT, and YAT).
by their 5.85 gene (155 bp: from position 481 to position 635),
with 2 genetic variants at | position (C and '), and by their
ITS2 gene (211 bp: from position 636 to position 946), with 3
penetic variants at 4 positions (ATAT, GOGC and RYRY).
Among these || profiles, 1 profile comresponding to 8. bovis
ITS rDMA was found only in cows (profile |: accession num-
ber MTI58872), and 1 profile corresponding to
8. haematobium ITS rDNA was found only in schoolchildren
(profile 2: accession number MT158873). All of the other 9
profiles showed atypical sequences in ITS rDNA. Two were
found only in cows {profiles 3: accession number MT158874
and 4: accession number MTI138873) and showed double
peaks in the ITSI gene, Five were found only in
schoolchildren (profiles 5: accession number MT158876, 6:
accession number MTI158877, 7: accession number
MTISRETE, 8: accession number MTIS8879 and 9 accession
number MT158880) and showed double peaks in 1 or 2 of the
ITS1, 5.85 and ITS2 genes. Two were found both in cows and
schoolchildren, where the first one showed a typical
8. haematobine 1TS1 marker together with a typical 5. bovis
ITS2 marker (profile 10: accession number MT158881) and
the second showed a typical ITS1 8 haematobium marker

together with double peaks in both the 5858 and 1TS2 genes
(profile 11: accession number MT158882).

COl mtDNA phylogeny (881 bp)

The 13 haplotypes obtained from the COL miDNA sequences
(thaplotype code/COI mtDNA accession No: K Cow_ Hapl/
MT159589, K_Cow_Hap2/MT159590, K_Cow_Hap3/
MT159591, K_Cow_Hap4/MT159592, K_Cow_Hap3/
MTI159593, K Cow Hap6/MTI139594, K Child Hap7/
MTI159595, K _Child Hap8/MTI1595%6, K_Child Hap%/
MT159597, K_Child HaplO/MT159598, K_Child Hapl1/
MT159599, K_Child Hapl2/MT159600, K_Child_Hap13/
MTI59601) were compared to 23 published nucleotide se-
quences of Schistosoma (12 sequences from S haemaiobium
(haplotype code/COI miDNA accession No: Sh Gambia/
JQ397349; Sh_ Liberia/JOQ397350: Sh Mali/AY 157209,
Sh_Egypt/JQ397368; Sh_Guinea Bissau/JQ3I97351;
Sh Toho Benin/KT354661; Sh Cameroon/JQ397365;
Sh Melen Gabon/KT354660; Sh Ekouk Gabon/KT354659;
Sh_Kenya/JQ397378; Sh_South Africa/JQ397397;
Sh_Madagascar/JQ397399), 7 from S bovis (haplotype code/
COI miDNA accession No: SbxSh Corsical France/
KT35346356; ShbxSh Corsica2 France/KT354057;
SbxSh_Corsicad _France/KT354658; ShxSh_Sa-
Tchanhoué Benin/KT354662: Sb_Senegal/AJ519521;
Sb Kenya/FI897160; Sb Tanzania/AY157212), 2 from
8. guineensis (haplotype code/COI miDNA accession No:
Sg Sao Tome and Principe/AI519517 and Sg_Cameroon/
AJ519522), 1 from S curassoni (haplotype code/COI mtDNA
accession No: Sc_ Senegal/AT519516), and 1 from
S intercalatum (haplotype code/COl miDNA accession No:

Table3  The 11 profiles of the ITS rDMA region, and their positions, harbored by cow (BK, Kf, and Kg) and schoolchild (DK and KE) in Kessounou
Village, Benin
Species Profile  ITSI 58 1182 Haost Sample (Number of sequenced larval stages)
41 73 257 556 725 7RO E30 900
8. bovis 1 T G T € A T A T Cow BE19(4); BK24(1); BK26{1); BK29(4); KI5(5);
K63y KR KH(3)
8. haematobium 2 T A C G C G C Schoolhild KE14 {uring{1} and stooli1))
5 boviz v 8 3 T G Y [ A T A T Cow BRI, BK29(1)
haematobium 4 TR T € A T A T BKZ24i3); BK26(3)
5 T A 1 Y G C G C Schoolehild DE34(2y, KE14 (unne(4) and stool{2)); KE15(2)
& T A T C R Y R Y DEK23(1x KEL4 (stocl{ 1) KELS(1)
7 Y A T C G C G C DER23(2) KE14 (unne(1) and stool(1]))
8 YooA T Y G ¢ G C NEK23(1 3 KE14 (urine(4) and stool(4)); KE15(4)
9 Y A T C R Y R Y Cow and DEK23(1 ) KEL4 (stocl{2));, KELS(2)
w T AT C A T A T Schoolchild  gragi1); BK2601): Kel(5): KEL4 (urine(2))
1 T A T Y R Y R Y Kg2(5): DEK2301): KE 14 (urine(2) and stool(2)x: KE15(1)

Y indicates the presence of the bases T and C, rather than an ambiguous reading between T and C. Similarly, R mdicates the presence of the bases A and

G and not an ambiguous reading between A and G
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S1 Democratic Repubhc of the Congo/AJ519515) obtamed at
the GenBank database. Maximum likelihood tree topology of
COI mtDNA showed that all 13 haplotypes which came from
cows and schoolchildren belonged to the 8. bovis clade and not
to the 8 haematobivm or to other Schistosoma species clades
(Fig. 4). The percentages of differences ranged between 0.23 and
1.70% between our 13 haplotypes and the 5. bovis haplotypes
from Senegal, Kenya, and Tanzania, We found 0% difference
between K_Child Hapll and the haplotype from S&-
Tehanhoué, Benin. We also found 0% difference between
K_Child_Hap13 and the Corsica3 haplotype.

Egg morphometry

Two or three morphotypes were observed according to the
host and the excreta (urine or feces/stool). In cow feces, three

Fig. 4 Maximum hikelihood tree
topology built with the 13
haplotypes COI milNA (881 bp)
showing that 8. haenatobium
from Kessounou (recovered either
from cows or schoolchildren)
belongs to the 5. hovis clade,
Haplotype code/COL miDMNA
aceession No: K_Cow_Hapl/
MT159589, K_Cow_Hap2!
MT159590, K_Cow_Hap3/
MTI159591. K_Cow Hapd/
MTI159592, K_Cow Hap5/
MT159593, K_Cow Hapt/
MT159594, K_Child_Hap?/
MT159595, K_Child_Hap$8/
MT159596, K_Child_Hap9/
MTI159597, K_Chikl Hapl/
MTI1359598, K Child Hapl1/
MT1359599, K_Child_Hapl2/
MT159600, K_Child_Hap13/
MT159601). The scale shows the

morphotypes were found: & bovis, 5. haematobivm, and ther
intermediate morphotype (Fig. 5a-c¢); in schoolchild stool
(Fig. 5d. ) and urine (Fig. 5f. g), two morphotypes were
found: 8. haematebiwm and an mtermediate morphotype.

The percentages of each morphotype are presented in
Fig. 6 for each origin. The percentage of § bovis
morphotype was high (63.8%) in the cow feces, and null
in schoolchild (stool and urine onigins) (p<0.05). The
percentages of intermediate morphotvpe were not different
between the origing (p > 0.05). The percentage of
8. haematobium morphotype observed from cow feces or-
igin was significantly lower than those from both stool and
urine of schoolchild origins (p < 0L03). For each origin, the
percentages of 8. bovis, intermediate and 8. haematobium
morphotypes were all significantly different from each
other (p < 0.05).

K_Child_Hapl3

5 | SbxSh_Corsica3_France
SbxSh_CorsicaZ France
SbxSh_Corsical _France
K_Child Hapl2
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Sh_Senegal
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Sb_Kenya
Sb_Tanzania
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K_Child_Hapl1
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Fig. 5 Egg morphology. Cow feces, a S. bovis morphotype, b
intermediate morphotype, ¢ S. haematobium morphotype. Schoolchild
stool, d intermediate morphotype, e S. haematobium morphotype.
Schoolchild urine, f intermediate morphotype, g S. haematobium
morphotype. Bar represents 100 jsm

Fig. 6 Percentages of each egg

morphotype (8. bovis, black;

intermediate, dots:

S. haematobium, grey) according 80
10 onigin (cow feces, schoolchild 70
stool, schoolchild urine) 60
50
40
30
20
10

Prevalence (%)

The morphometry of the eggs from cows and
schoolchildren is presented in Table 4 and Fig. 7. For the
S. bovis morphotype, no comparison could be made since this
morphotype was not present in schoolchildren. For the inter-
mediate morphotype, mean egg length and spine length were
significantly higher for the cow feces origin (p <0.05) and no
difference was observed between the urine and the stool of the
schoolchildren (p>0.05). The mean length/width ratio was
significantly smaller for the eggs obtained from schoolchild
urine (p < 0.05) and no differences were observed between the
schoolchild and cow feces (p > 0.05). For the S. haematobium
morphotype, no major difference was observed between the
origins {(p > 0.05). The comparisons between morphotypes in-
dicated that mean egg length and egg length/width ratio from
urine or from stool were significantly higher in S. bovis
morphotype compared to the intermediate one and higher in
the intermediate morphotype compared to the S. haematobium
one (p < 0.05). The plot of the egg width (um) and egg length
(pum) for schoolchild urine (green diamonds), schoolchild
stool (blue squares), and cow feces (orange triangles) showed
that the eggs from schoolchild urine and stool were grouped
together but that those of cow feces constituted a separate
group, with some individuals making the link between the
two groups showing a higher variability in the eggs from cows
compared to the eggs from schoolchildren.

Discussion

The results showed a chronobiological polymorphism in the
cercarial emergence rhythm from snails exposed to miracidia
collected from cow feces, with four different patterns.

The first pattem, early diumal, exhibited a typical S. bovis
cercarial emission; it was obtained in 7 B. forskalii among 11
(Kf1, Kf2, Kf3, Kf6, Kf7, Kf8, and Kfl1). Such a pattern was
found in §. bovis from Sardinia (Italy), Sudan and Spain

| | S. haematobium morphotype

Intermediate morphotype
S. bovis morphotype

N
)
& &
& &
RS R
X &
o NG
£
o
e
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Table 4 Egg morphometry

(mean (um) + standard error) Morphotype 5. bovis Intermediate S. haematobium
Origin CF SS SU CF ss su CF ss su
Length 247.83° na na  22317"  153.00 148.54° 14000 13885  132.01
SE 403 na na 7.5l 548 382 0243 468 1.66
N 30.00 na na 1500 5.00 1200 200 1300 3600
Min 205,00 na  na  170.00 14000 13500 11000 12000 11750
Max 300.00 na  na 26250 17000 17000  170.00 17500 170.00
Width 69.58%int na na 8317 5600%"  68.13" 6750  68.85  68.96
SE 1.56 na na 219 3.26 2.04 1768 325 1.62
N 30.00 na  na 1500 5.00 1200 200 1300 36.00
Min 57.50 na  na 6500 50,00 60.00 5500 5000 5000
Max 90.00 na  na  100.00 65.00 §0.00 8000 9500  85.00
Spine length  17.38 na  na 1731°SU 1333 10.94 1750 1031* 1259
SE 0.68 na na 104 445 0.49 3.54 0.61 0.48
N 20.00 na  na  13.00 3.00 8.00 2,00 8.00 29.00
Min 12.50 na  na  10.00 7.50 10.00 1500  7.50 10.00
Max 22,50 na  na 2250 20,00 1250 2000 1250 2000
Length/Width  3.59" na  na 268 275" 219%" 206" 204" 194
SE 0.07 na na 0.05 0.11 0.07 0.09 0.07 0.04
N 30.00 na  na 1500 5.00 1200 2,00 13.00 36,00
Min 293 na  na 231 2.50 193 2.00 171 1.63
Max 417 na na 293 3.10 2.72 2.13 2.50 2,60

CF cow feces, S5 schoolchild stool, SU schoolchild urine. SE standard error, N number of eggs
"Mann-Whitney test: significantly different from the other origins of the same morphotype

" Mann-Whitney test: significantly different from the other morphotypes of the same origin

(Mouahid et al. 1987, 1991), and Niger (Mouchet et al. 1992).
The COI mtDNA molecular analyses, conducted on cercariae
from 2 snails among the 7 (Kf6 and K18). showed that the DNA
sequences (K Cow Hap2) belonged to the S. bovis clade.
Schistosoma bovis has an extensive geographical distribution
(Moné et al. 1999), and in their review, Moné¢ et al. showed that
this species was naturally found in all of the neighboring

Fig.7 Plot of the egg width (jum) 1200
and egg length (um) for
schoolchild urine (diamonds),
schoolchild stool (squares) and
cow feces (triangles) — 800

0o

+ Schoolchild urine

@ Springer

countries of Benin: Togo, Burkina Faso, Niger, and Nigenia.
However, while this is the first time that this species has been
found naturally in Benin, this result is not surprising.
Furthermore, if the presence of S. hovis was not surprising in
cows, the presence of COIl mtDNA S. bovis haplotypes in all of
the schoolchildren samples confirms that introgressive hybridi-
zation between S. bovis and S. haematobium exists in humans in

500 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 3500
Egg length (um)

m Schoolchild stool 4 Cow feces
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Benin, as shown previously by Mone et al. (2015). The phylo-
genetic analysis showed that 2 of the 6 haplotypes recovered
from cows (K_Cow_Hap3 and K_Cow_Hap4) and 5 of the 7
haplotypes recovered from schoolchildren (K Child Hap7,
K Child Hap8, K Child Hap9, K Child Hapl0, and
K_Child_Hapl 1) grouped with the one from S6-Tchanhoué
from Benin, confirms previous results on introgressive hybrd-
1zation bebween 5. bovis and S, haemaiobium with respect fo
humans in this area {Moné et al. 2015), The four last haplotypes
recovered from cows (K_Cow_Hapl, K_Cow_Hap2,
K_Cow_Hap3, and K_Cow_Hapf) grouped with the §. bovis
haplotypes. The last two haplotypes recovered in humans
(K_Child Hapl2 and K_Child Hap13) grouped with those
from Corsica, with the haplotype number 13 being exactly the
same as the Corsica 3 haplotype. This result provides insight
into the origin of the Corsican hybrids which was previously
atiributed to Senegal (Boissier et al. 2016) on the basis of 407
positions, The phylogenetic tree in the present work, based on
881 positions of the COI mtDNA, showed that the origin of
Corsican haplotypes could be attributed to Benin.

The second pattemn, midday to late diumal, was new for
cercarial emission in cows while it was similar to what has
been published on 5. haematobin in humans from Algeria
(Kéchemir and Théron 1997), Morocco (Mouahid et al.
19917, Niger (Pagés and Théron 1990; Mouchet et al. 1992),
and Gabon (Mintsa-Nguema et al. 2014), This is the first time
that a tvpical 5. haematobium pattern has been observed in
cows as 8. haematobium has always been thought to have the
highest specificity to humans. This atypical pattern from cows
was not due to the fact that the cercariae were shed by
B. globosus (Kg2) since it has been shown that the taxa of
the snail from which the cercanae emerge does not determine
the cercarial emergence pattern of 5 bovis (Mouahid and
Théron 1986). Furthermore, hybridization in schistosomes is
known to be accompanied by heterosis (hybrid vigor), includ-
ing the capability of hybrid schistosomes to open their snail
intermediate host spectrum (Wright and Ross 1980; Webster
and Southgate 2003; Huyse et al. 2009). Bulinus forskalii is
the main snail host for 5. bovis in Sub-Saharian Africa while
B. globosus is the main snail host for 8. haematobium in this
arca { Brown 1994). The fact that a B. globoesus was shedding
this atypical pattern could stem from the opening of the snail
host spectrum by this 5. bovis v 8. haematobiwm new pattern,
The molecular and phylogenetic results presented in this paper
support this idea since this 8. bovis COI mtDNA haplotype
(K Cow Hap4) grouped with the one from S6-Tchanhoué
from Benin harboring a S haematobium x 8 bovis genetic
pattern {Moné et al. 2013). The molecular analyses also
showed an atypical ITS rDNA profile for this sample (profile
11}, with a 8. kaenatobivm pattern for ITS| and double peaks
for both 5.88 and ITS2 (Table 3). These results show that i
this area, introgressive hybndization exists between §. bovis
and 8§, haematobivm in cows as well. This is the first time that

such an introgressive hybndization has been dentified in do-
mestic bovines. Previous results showed introgression be-
tween 5 bovis and S hoematobium in humans (Brémond
et al. 1993; Huyse et al. 2009; Webster et al. 2013; Moné
et al. 20015; Leger et al. 2016; Soentjens et al. 2016; Angora
et al. 2019) and rodents {Catalano et al. 201 8).

The third pattern corresponded to a new pattern for
5. bavis, with both a typical early pattern for S, bovis accom-
panied by a nocturnal emergence peak at 7 pm. This pattern
was obtained from 4 of the 11 8. forskalii snails (K4, K13,
K9, and Kf10). This 1s the first time that a double peak in
cercarial emergence is shown for 8 bovis. Another animal
schistosome, S. margrebowiei Le Roux, 1933 also showed
two emergence peaks per day, with the fisst peak occurring
| h after the onset of daylight, and the second peak | h after the
onset of darkness (Raymond and Probert 1991). This is also
the first time that a nocturnal cercarial emergence is shown for
& bovis. In another species of schistosome, 5. mansoni, atyp-
ical chronotypes were found with nocturnal shedding. A
three-peak cercarial emergence was found in southern Benin
in both natural and experimental infections, with one peak in
the early moming, a second around midday, and a third one at
the beginning of the night (Ibikounlé et al, 2012). Another
chronotype that displayed a strictly noctumal emergence was
shown in Oman and was related to the presence of reservoir
hosts (rodents) in the transmission sites (Mouahid et al, 2012).
However, this particular 8. mansoni noctumal chronotype was
purely noctumal and was not accompanied by diumal cercar-
1al emergence from the same individual snail. Several hypoth-
eses could be proposed for the two peaks in diumal-noctumal
cercarial emergence. First, the peaks may coincide with the
behavior of the defimitive host where cattle would go twice a
day to drink and 5. bovis would thus be adapted to this behav-
ior. This explanation could also apply in the case of
5 margrebowiel. Second, the peaks may be due to the pres-
ence of noctumal reservoir hosts for 8. bovis, like rodents,
with nocturnal watering behaviors. This explanation would
apply in the case of 5. mansoni from Oman (Mouahid et al.
2012). Lastly, the peaks may have resulted in response to the
presence of introgressive hybridization between S. bovis and a
nocturnal population of 8. bovis or another species of schisto-
some, It is difficult, however, to get a nocturnal pattern with
two diumal species of schistosomes (in our case, S. bovis and
5. haematobium), even if they can hybridize. Pagés and
Théron (199() conducted crossing experiments between
5. bovis from Spain and 5. haematobinm from Niger and the
F1 hybrids harbored the same chronobiological pattern as the
parental 8. bovis, 1.e., with an early peak. Unfortunately, these
authors did not analyze the F2 generations. Furthermore, dou-
ble infections were experimentally done with both 5. bovis
from Sardinia (Haly) and S, haematobium rom Morocco
and both species kept their own cercanal shedding rhythm in
the doubly infected snails (Mouahid et al, 1991). This was also
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the case for 8 mansoni with both early and late diumal pat-
terns (Théron et al. 1997), The cercariae from 2 of the 4 snails
(K15 and K1f9) used for cercarial emergence pattern were an-
alyzed for molecular biology and showed S, bovis COI
mtDNA haplotypes (K Cow Hapl and K Cow Hap2).
Both COI mtDNA haplotypes were found from different cer-
cariae found in a single snail sample sugpesting that, perhaps,
2 miracidia succeeded in developing in this one snail, leading
to the double peak in cercarial emergence. However, as the
other snail sample had only 1 COl mtDNA haplotype
(K_Cow_Hap2) and vielded the same double peak pattem,
this hypothesis is unsupported. The phylogenetic analysis
showed that these COI miDNA haplotypes (K_Cow_Hapl
and K_Cow_Hap2) grouped with the 8. bovis haplotypes from
other countries. The molecular analyses also showed typical
ITS rDNA S, bovis profiles for these samples (profile 1).

The fourth chronotype, obtained from one 8. globosus snail
(Kgl), corresponded to a new chronotype for 8. bovis, with
both a typical 5. figematobium late dinmal pattern accompa-
nied by a nocturnal emergence peak at 7 pim. This is the first
time that a midday 1o late diumal peak together with a noctur-
nal peak was identified in 8§ fovis. This result shares similar-
ities with the pattern with the previous ong, with the presence
ofnoctumal cercanal shedding, but is different in that the early
pattern in &, hovis was replaced by a late 8 haemarobium
pattern. The molecular studies showed that this sample had
the same COL mtDNA haplotvpe (K. Cow Hap4) as the one
linked to the second cercarial emergence patlern
(5 haematobivm midday to late diumal pattern) and the phy-
logenetic analyses grouped this haplotype with the one from
So-Tehanhoué, Benin. Furthermore, the ITS rDNA profile of
all the cercanae in this sample (profile 10) showed a typical
8. haematobim 1TS] marker together with a typical 5. bovis
[TS2 marker. Further studies on the behavior of the cattle and
the presence of rodents as reservoir hosts are needed to explain
this atypical pattern of cercarial emergence.

The resulis showed a polymorphism in egg morphology in
both cows and schoolchildren, with 3 morphotypes. The first,
the 5. bovis morphotype, represented over 60% of the eggs in
cow feces and no 8. bovis morphotype was found in either the
stool or urine of schoolchildren. Sull, this result shows that
40% of' the eggs recovered in the cows did not have a §. bovis
morphotype and leads us to also suspect hybridization in cows
between 8. bovis and 8. haematobium. With respect to egg
morphometry, mean egg length of our 5. bovis morphotype
(247 um) was similar to those recorded for S, bovis from cow
feces (from 179 to 260 pwm (Alves (1949); Pitchford (1963)).
The second morphotype, 8. haematobivm, represented around
4% of the eggs in cow feces, compared to over T0% of the
eggs in both stool and urine of the schoolchildren. This result
showed that some eggs which harbored the S haemaiobium
morphotype were present in cows and that 30% of the eggs
recovered in the schoolchildren lacked a 8. haemarobiwm

@ Springer

morphotype, leading us to also suspect hybridization between
& bovis and 8. haematobivm in both cows and humans. Mean
egg lengths of our 8 Jaematobivm morphotypes (132 1o
140 um) were similar to those recorded for 8. haematobium
eggs (from 131 to 146 pm; see Pitchford (1965), Loker
(1983), Richard-Lenoble et al. (1993), and Moné et al.
(2012)). The third chronotype, an intermediate morphotype
between 5. bovis and 5. haematobivm, sustained the hybridi-
zation between §. bovis and 5. haemaiobium, as we would
have suspected from the cercarial emergence results. Even if
the shape of the eggs produced is not necessarily a guide to the
genetic constitution of the enclosed larvae, as stated by Wright
and Ross (1980), these authors also suspected natural hybrids
between 8. haematobium and §. mattheei thanks 1o
5. mattheei-like eggs in a human infection. Mean egg lengths
for our intermediate morphotypes, between 5. bovis and
5 haematobivm (148 1o 223 pum), also suggest the presence
of hybridization between these two species in both cows and
humans. However, much smaller intermediate egg sizes were
found in the hybrids we found between 5 bovis and
8 haematobinm i Corsica, France (Moné et al. 2015). A
higher variability in the morphometry of the eggs was ob-
served in cow feces compared to schoolchild stool or urine
and thus place the cow host as the host which provides the
largest panel of eggs for schistosome transmission in the area.

In conclusion, our results showed, for the first time, (1) the
presence of S. bovis in Benin, (ii) the presence of introgressive
hybrdization between 5. bovis and 8. haematobium in domes-
tic cattle, and (1) the presence of atypical chronobiological
patterns in schistosomes from cattle, with typical
8. haematobium shedding pattem, double-peak pattems and
noctumal patterns. They also confirmed that introgressive hy-
bridization between 5. bovis and S. haematobium exists in
humans in Benin. Very little comparison is possible between
the present findings and the literature, because until now, the
researchers who worked on introgressive hybridization had
never analyzed the cercarial emergence patterns from
naturally-infected cows. Our results showed that the chrono-
biological life-history trait is usetul for the detection of new
hosts and also may reveal the possible presence of introgres-
sive hybridization in schistosomes. They also showed that
another life-history trait, the prepatent period, which is known
to be short for Schistosoma bovis (21-22 days, Mouahid and
Théron 1987) and long for Schistosoma haemartobium (32 to
43 days, Ibikounlé et al. 2013) was intermediate for all our
samples (26 to 32 days).

Our results, for the first time, place cattle as reservoir host for
5 haematobium and 8. boviy x 8. haematobinm. The proximity
between humans and cattle in Kessounou, like in many villages
in Affrica, is favorable for the interactions between their schisto-
somes, S haematobium for humans and 8 hovis for cattle. The
consequences of these results on the epidemiology of the dis-
ease, the fransmission to humans, and the control of the disease
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are very important. They show that the defimtive host spectrum
of 8 haemarobiuvm may be opened to include cattle; further
research should be done regarding the imponance of redents,
especially in noctumal schistosomiasis.

Or results are not congruent with two recently published
papers which suggest that hybridization may occur quite in-
frequently between 8. bovis and 8. haematobium. Boon et al.
(2019) found strong differentiation between S, bovis and
8. haemarobitn in human populations of the Senegal River
Basin, suggesting that there i3 minimal gene flow between
them. However, in their paper, they found a miracidium har-
boring a double S. bovis and §. haematobium ITS rDNA pro-
file from a neighborhood village which was genetically highly
differentiated from the others. They also questioned about the
previous findings by Huyse et al. (2009} and Webster et al.
(2013) showing the existence of contemporary hybrid crosses
between §. bovis and 5. haematobivm in humans in Senegal.
Platt et al. (2019) studied the exomes of miracidia coming
from humans in Niger and Zanzibar and their data did not
reveal any evidence for contemporary hybridization. Instead,
they showed ancient introgression of some 8. bovis alleles into
the genome of 8. haematobium in Niger. We are aware that
our data were genotyped with just two loci {COT mtDNA and
ITS rDNA) and that they may provide little power to detect
recent hybndization. However, unlike other recent results, our
data showed that double 5. bovis and 8. haematobivm 1TS
tDMNA profiles were not rare in Kessounou village suggesting
a recent hybndization, as the 1TS rDNA marker can retain
both parental copies for several generations before they are
homogenized by concerted evolution (Sang et al. 1995). Our
results show that, in some places in Benin, gene flow between
5. bovis and 8. haematobium 15 present.
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Annexe 2
Annexe 2 : Test de la PCR multiplex pour le sexage avec les couples d’amorces

Scaff 02739 et Rhodospine 3_BIS

Lors du sexage pour le chronotype diurne, 6 plaques 96 puits ont été réalisées. Les deux derniéres plaques ont montré
gue quatre puits vides avaient une bande a 200 pb correspondant a la Rhodopsine sur le gel d’électrophorese, alors
que les deux témoins négatifs et d’autres puits vides étaient sans bandes. Pour éliminer les diverses hypothéses de
probleme de contamination d’ADN entre les puits ou une mauvaise manipulation de la part de I'expérimentatrice,
plusieurs PCR multiplex ont été refaites a partir d’'une nouvelle dilution de I’/ADN meére, des nouvelles solutions et mix,
des nouvelles pipettes ainsi que par un autre expérimentateur. Les contrbles négatifs restant positifs, il a été décidé
de remplacer le couple d’amorces Rhodopsine 3 par la Rhodopsine 3_BIS (cf méthode 4.1). Une comparaison a été
effectuée entre les couples d’amorces de Rhodopsine en utilisant I’ADN de trois males et trois femelles connus et des
témoins négatifs (Figure_A2).

100pb A7 Pl B7 C7 A8 B8 cg [& T- R f§100pb

Figure A2 : Gel électrophorése : comparaison des sexages réalisés avec les amorces Rhodopsine 3 et Rhodopsine 3_BIS. Les
échantillons A7, B7 et C7 sont des males tandis que les échantillons A8, B8 et C8 sont des femelles. Le T- R est le témoin négatif
du sexage réalisé avec les amorces Scaff_02739/Rhodopsine 3. Le T- B est le témoin négatif du sexage réalisé avec les amorces
Scaff_02739/Rhodopsine 3_BIS. Les échantillons dans un carré blanc sont des sexages réalisés avec les amorces
Scaff_02739/Rhodopsine 3_BIS.

Pour le sexage réalisé avec les amorces Scaff_02739/Rhodopsine 3, le diagnostic des sexes est correct. Toutefois le
témoin négatif (T- R) présente une bande a 200 pb et est donc diagnostiqué comme un male. Bien que I'on ait un biais
de méle avec les amorces Scaff_02739/Rhodopsine 3, le résultat des sexages du chronotype diurne n’est pas remis en
cause. Pour le sexage réalisé avec les amorces Scaff_02739/Rhodopsine 3_BIS, le diagnostic des sexes est correct. De
plus, le témoin négatif (T- B) est bien négatif. De ce fait, le couple Scaff_02739/Rhodopsine 3_BIS devient le nouveau
couple d’amorces pour réaliser le sexage en routine.



Annexe 3
Annexe 3 : Répartition des profils chronobiologiques des générations FO, F1 et
F2 des croisements intraspécifiques

Cross A Cross B
Fo | : 5
F1o1 —
: i ——
Fz !
— :
: ==
—
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Figure A3 : Joyplots des profils chronobiologiques des générations FO, F1 et F2 des croisements intraspécifiques pour le QTL
mapping. Le croisement A est a gauche et le croisement B a droite. L’aire blanche sous la courbe correspond a une émission diurne
des cercaires. L’aire grise sous la courbe correspond a une émission nocturne des cercaires.



Annexe 4
Annexe 4 : Liste des génes candidats issus du QTL mapping des croisements

intraspécifiques

Chr. |Gene ID GFF annotation HHsearch annotation
1 Smp_ 345740 Oligomycin resistance ATP-dependent ABC_membrane_2
permease Yorl
. Myosin Essential Chain {Bay scallop (Aequipecten
1 Smp_083740 | EF-hand domain irradians) [Taxid: 31199]}
Maltose transport protein MalK, N-terminal
1 Smp_319580 | NA domain {Archaeon Thermococcus litoralis [Taxld:
2265]}
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate
1 Smp_319570 | NA syn.thase (DAHP. synthase, Aqu) {Escherichia
coli, phenylalanine-regulated isozyme [Taxld:
562]}
1 Smp_083730 | NA NA
. . . ADP,ATP carrier protein {Cow (Bos taurus), heart
1 Smp_083720 | Mitochondrial substrate/solute carrier isoform t1 [Taxid: 9913]}
1 Smp_083710 | Helicase, C-terminal PROBABLE ATP-DEPENDENT RNA HELICASE
DDX58
. Hypothetical protein TTHA0113 {Thermus
! Smp_167590 | ASCH domain thermophilus [Taxld: 274]}
Ribosome biogenesis protein
1 Smp_083680 Nop53/GLTSCR2 Nop53
1 Smp 083650 Cys/Met metabolism, pyridoxal phosphate- Methionine gamma-lyase, MGL {Pseudomonas
P dependent enzyme putida [Taxld: 303]}
1 Smp_337600 | NA NA
1 Smp_246990 Tn.'anscrlptlon factor CBF/NF-Y/archaeal Histone H3.1, Histone H4, Histone
histone domain
1 Smp_196840 | Fibrillar collagen, C-terminal Collagen alpha-1(l) chain, Collagen alpha-2(l)
Smp_103830 | Zinc finger, HIT-type Vacuolar protein sorting-associated protein 72
1 Smp_180140 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like P2Y purinoceptor 1, Rubredoxin
1 Smp_319540 | NA NA
Smp_158520 | Diacylglycerol acyltransferase DAGAT
1 Smp_344950 | Diacylglycerol acyltransferase DAGAT
1 Smp_210570 | JAB1/MPN/MOV34 metalloenzyme domain | 40S ribosomal protein SA, 40S
. . D1 core SNRNP protein {Human (Homo sapiens)
1 Smp_212850 | LSM domain, eukaryotic/archaea-type [Taxld: 9606]}
Bidi i EET2b (E.C.1-
1 Smp_ 212840 | PQ-loop repeat 2|1d5|)rect|ona| sugar transporter SWEET2b (E.C
- Zinc finger protein 297b {Human (Homo sapiens)
1 1 VA 2H2-
Smp_158490 | Zinc finger C2H2-type [Taxid: 9606]}
1 Smp_158480 | AMP-dependent synthetase/ligase Acetyl-CoA synthetase {Baker's yeast

(Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
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1 Smp_158470 | NA DUF3896
. Hypothetical protein YFR024c {Baker's yeast
! Smp_158460 | SH3 domain (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
1 Smp_067140 | Small GTPase RhoA {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
1 Smp_ 158450 | BTB/POZ domain S-phase kinase-associated protein 1, F-box/LRR-
repeat
1 Smp_159070 | NA Herpes_LMP1
1 Smp_159060 | SRCR domain Lysyl oxidase homolog 2 (E.C.1.4.3.13)
1 Smp_159050 | Thrombospondin type-1 (TSP1) repeat Semaphorin-6A
1 Smp_319520 | NA RIFIN
Tetratricopeptide-like helical domain FKBP51, C-terminal domain {Monkey (Saimiri
1 12
Smp_068120 superfamily boliviensis) [Taxld: 27679]}
1 Smp._ 068110 DNA double-strand break repair protein Mrell
Mrell
1 Smp_068100 M|cr(?-f|anIar—assouated protein 1, C- Pr(?—mRNA—pr.ocessmg—.spllcmg factor 8,
terminal Thioredoxin-like protein
1 Smp_337420 | Ribosomal protein S23, mitochondrial MRP-S23
1 Smp_068070 | Nucleoside phosphorylase superfamily MTA/SAH nucleosidase (E.C.3.2.2.16,3.2.2.9)
L . Serine/threonine protein kinase TAO2 {Rat
1 Smp_068060 | Protein kinase domain (Rattus norvegicus) [Taxid: 10116]}
Smp_159020 | NA Otopetrin
1 Smp_210820 | GPCR kinase Beta-adrenergic receptor kinase 1 (E.C.2.7.11.15)
. Arsenite-translocating ATPase ArsA {Escherichia
1 Smp_210810 | Arsenical pump ATPase, ArsA/GET3 coli [Taxld: 562]}
1 Smp_ 319500 ﬁkmeall subunit of serine palmitoyltransferase- SPT _ssu-like
1 Smp_092770 CIath_rm/coatomer adaptor, adaptin-like, N- | ADP-RIBOSYLATION FACTOR 1, COATOMER
terminal SUBUNIT
1 Smp_092780 | snRNA-activating protein complex, subunit 3 | zf-SNAP50_C
1 Smp_060480 | C2 domain Copine
1 Smp_060490 | Zinc finger, RanBP2-type E3 ubiquitin-protein ligase RING2 (E.C.6.3.2.-)
1 Smp_154620 | WD40 repeat DUF1513
1 Smp_154640 | High mobility group box domain Transcription activator BRG1 (E.C.3.6.4.-), AT-rich
Carboxy-terminal domain RNA polymerase |l
1 Smp_154650 | FCP1 homology domain polypeptide A small phosphatase 1, NRAMP1
{Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
1 Smp_319490 | NA Nucleoporin p54
1 Smp_332520 | RIB43A Tubulin beta, Tubulin alpha, PACRG
1 Smp_060560 | Leucine-rich repeat Ribonuclease inhibitor {Human (Homo sapiens)

[TaxId: 9606]}
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1 Smp_060570 | Protein of unknown function DUF4735 DUF4735
. beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase
1 Smp_154670 | Glycosyl transferase, family 14 (E.C.2.4.1.102)
. beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase
1 Smp_154680 | Glycosyl transferase, family 14 (E.C.2.4.1.102)
1 Smp_346560 | NA NA
o . . . Cytosolic 5'-nucleotidase Ill {Mouse (Mus
1 Smp_060620 | Pyrimidine 5'-nucleotidase, eukaryotic musculus) [Taxld: 10090]}
o . . . Cytosolic 5'-nucleotidase Ill {Mouse (Mus
1 Smp_332510 | Pyrimidine 5'-nucleotidase, eukaryotic musculus) [Taxld: 10090]}
Smp_154690 | Ribosomal protein L16 28S ribosomal protein S2, mitochondrial
1 |Smp_319480 | NA NA
1 Smp_332500 | DIX domain Axin 1 protein
. beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase
1 Smp_187360 | Glycosyl transferase, family 14 (E.C.2.4.1.102)
1 Smp_142550 | NA Intimin adherence protein
Smp_142560 | Homeobox domain LIM domain-binding protein 1, LIM/homeobox
1 Smp_037780 | NA Lipase L1 {Bacillus stearothermophilus [Taxld:
14221}
. - . Lymphoid enhancer-binding factor, LEF1 {Mouse
1 142 High I
Smp_142600 | High mobility group box domain (Mus musculus) [Taxid: 10090]}
L . Cell division protein kinase 7, CDK7 {Human
1 Smp_310870 | Protein kinase domain (Homo sapiens) [Taxid: 9606]}
1 Smp_201000 | NA NA
1 Smp_319470 | NA NA
1 Smp_142620 | Protein kinase domain G protein-coupled receptor kinase 6
1 |Smp_241440 |NA NA
1 Smp_343540 | I/LWEQ domain I_LWEQ
Hypothetical protein YNL200c (YNUO_YEAST)
1 Smp_142640 | YjeF N-terminal domain {Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld:
4932]}
1 Smp_ 142650 | PDZ domain Neurabin-i {Human (Homo sapiens) [TaxId:
- 9606]}
1 Smp_142670 | Intraflagellar transport complex B protein 46 |IFT46_B_C
D-Amino acid amidase DaaA {Ochrobactrum
1 Smp_037900 | Beta-lactamase-related anthropi [Taxld: 529]}
Succinate dehydrogenase [ubiquinone]
1 1
Smp_037910 cytochrome b small subunit, CybS Cybs
I . Transcriptional coactivator PC4 C-terminal
1 2 1
Smp_084620 | Transcriptional coactivator p15 (PC4) domain {Human (Homo sapiens) [Taxd: 9606]}
. UBX domain-containing protein 7 {Human
1 1 B
Smp_084610 | UBX domain (Homo sapiens) [Taxld: 96061}




Annexe 4

Glycerol-3-phosphate transporter {Escherichia

1 Smp_084600 | Sugar phosphate transporter coli [Taxld: 562]}
1 Smp_168000 | Major facilitator superfamily Monocarboxylate transporter 2
1 Smp_319460 | NA NA
1 Smp_319450 | NA NA
1 |Smp_319440 | NA NA
1 |Smp_319430 | NA NA
1 Smp_319420 | NA NA
1 Smp_141630 | Armadillo-like helical Splicing factor 3B subunit 5
- . Dynein light chain 1 (DLC1) {Fruit fly (Drosophila
1 Smp_319410 | Dynein light chain, type 1/2 melanogaster) [Taxid: 7227]}
1 Smp_141640 | NA NA
- . Dynein light chain 1 (DLC1) {Fruit fly (Drosophila
1 Smp_201030 | Dynein light chain, type 1/2 melanogaster) [Taxid: 7227]}
1 Smp_036180 | NA NA
1 Smp._ 141650 Re5|st‘ance to inhibitors of cholinesterase RIC3
protein 3
. Guanylate kinase-like domain of the L-type
1 Smp_141660 \t:ztlz\asgjbiiiendent calcium channel, L-type, calcium channel {Rabbit (Oryctolagus cuniculus)
[TaxId: 9986]}
. Histone H2B {Chicken (Gallus gallus),
! Smp_036220  Histone H2B erythrocytes [Taxld: 9031]}
1 Smp_343460 | NA Ankyrin-2, Spectrin beta chain
1 Smp_141680 | FAS1 domain Periostin
1 |Smp_141690 | NA NA
1 Smp_036250 | PRELI/MSF1 domain LTP1, LTP1BP
1 Smp_036270 | RNA recognition motif domain Nucleolysin TIA-1 isoform p40
1 |Smp_141710 [NA Rod_C
. 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type XI
1 4347 hort-ch h DR
Smp_343470 | Short-chain dehydrogenase/reductase S {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_301800 | Cadherin-like Protocadherin-10
1 Smp_092850 | SprT-like SprT-like domain-containing protein Spartan
PHD finger protein 7 (NYD-SP6) {Mouse (Mus
1 104 NA
Smp_104980 musculus) [Taxld: 10090]}
1 Smp_180800 | Learning associated protein 18-like Nucleolar GTP-binding protein 2, 60S
. S . . CARBOXYPEPTIDASE A4 (E.C.3.4.17.-),
1 Smp_180810 | Pancreatic trypsin inhibitor Kunitz domain CARBOXYPEPTIDASE INHIBITOR
1 Smp_105020 | Immunoglobulin subtype 2 Titin
1 Smp_301790 | NA NA
1 Smp_105040 | Endonuclease/exonuclease/phosphatase 2',5'-phosphodiesterase 12 (E.C.3.1.4.-,3.1.13.4)
1 Smp_315760 | NA Nucleoid-associated protein Rv3716c
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Nuclease EXOG, mitochondrial/DNA (5'-

1 Smp_347990 | DNA/RNA non-specific endonuclease D(*CP*GP*GP*GP*AP*TP*AP*TP*CP*CP*CP*@G)-
3') Complex
1 Smp_105090 Nucleér hormone receptor, ligand-binding Hepatocyte nuclear factor 4-alpha, Nuclear
domain
1 Smp_105100 | Ribonuclease kappa ATPase H+-transporting V1 subunit A
1 Smp_212230 | Proteasome component (PCl) domain COP9 signalosome complex subunit 1
. . Carbonic anhydrase {Human (Homo sapiens),
1 Smp_332490 | Alpha carbonic anhydrase domain erythrocytes, isozyme | [Taxld: 9606]}
1 Smp_205000 | NA NA
1 Smp_ 243790 | NA Parathyroid hormone/parathyrmd hormone-
related peptide receptor
N . . Beta-chimaerin, C-terminal domain {Human
1 Smp_094890 | Rho GTPase-activating protein domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_031920 | Luc7-related U1 small nuclear ribonucleoprotein 70
1 |Smp_139470 | NA NA
Dual specificity mitogen-activated protein kinase
1 Smp_301780 | Protein kinase domain kinase 1, Mek1 {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
1 Smp_031950 | Programmed cell death protein 10 Programmed cell death protein 10
. . ephb2 receptor tyrosine kinase {Mouse (Mus
1 1394 P k
Smp_139480 | Protein kinase domain musculus) [Taxld: 10090]}
. Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A
1 1 A
Smp_031930 | Amidase {Thermotoga maritima [Taxld: 2336]}
1 Smp_139500 | NA MYEOV?2
Smp_266940 | NA DUF3967
1 Smp_032000 | Peptidase C14, p20 domain Apaf-1 related killer DARK, Caspase
1 Smp_ 343320 | G-patch domain Pre-mRNA-splicing factor 8, Pre-mRNA-splicing
factor
1 Smp_139520 | SH3 domain Hypothetical protein FLJ21935
. . . Pre-mRNA branch site protein p14 {Human
1 Smp_032060 | RNA recognition motif domain (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
. p53 tumor suppressor, DNA-binding domain
1 Smp_139530 | p53 tumour suppressor family {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 |Smp_139540 | NA NA
1 Smp_316850 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like C-C chemokine receptor type 2
1 Smp_212830 | NA DX
1 Smp_032120 | NA Ribonucleases P/MRP protein subunit POP6
1 Smp_139580 | NA Ribonucleases P/MRP protein subunit POP6
1 Smp_139590 | NA NPL4
1 Smp_032150 | Snf7 family Charged multivesicular body protein 3
1 Smp_139600 | Zinc finger C2H2-type Zinc finger protein 568/DNA Complex
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1 Smp_309610 | Protein Lines, N-terminal LINES_N
- . . ADP-ribosylation factor {Human (Homo sapiens),
1 Smp_032180 | Small GTP-binding protein domain ARF6 [Taxld: 9606]}
1 Smp_319390 | Protein Lines, N-terminal LINES_N
Glutamate receptor interacting protein 2, GRIP2
1 Smp_139620 | PDZ domain (KIAA1719) {Human (Homo sapiens) [Taxld:
96061}
Smp_319380 | NA NA
1 Smp_213160 | Protein kinase domain WaaY
1 |Smp_213170 |NA CT398
Tetratricopeptide-like helical domain Mitochondria fission protein Fis1 {Baker's yeast
1 |Smp_032230 : i
superfamily (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
Tetratricopeptide-like helical domain Mitochondria fission protein Fis1 {Baker's yeast
1 Smp_319370 ; ..
superfamily (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
1 Smp_032240 | MOZART2 family MOZART?2
1 Smp_032250 | Beta-lactamase-related Carboxylesterase (E.C.3.1.1.1)
1 Smp_032260 | Ribosomal protein L15e ulL2, uS2, ulL15, eS26, uL3
1 Smp_009650 | Peptidase M16, zinc-binding site Cytochrome b-c1 complex subunit 1
1 Smp_204580 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like Neurotensin receptor type 1, Neurotensin
1 Smp_009630 | Homeobox domain SIX1_SD
1 Smp. 127240 | Homeobox domain Maltgse—bmdmg periplasmic protein, Homeobox
protein
1 Smp_315890 |JmjC domain PHD FINGER PROTEIN 8
S . Aurora-related kinase 1 (aurora-2) {Human
1 P k
Smp_009600 | Protein kinase domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_127220 | NA Corticotropin-releasing factor receptor 1
1 Smp_004990 | Chaperonin TCP-1, conserved site T-COMPLEX PROTEIN 1 SUBUNIT ALPHA
1 Smp_005000 | PH-like domain superfamily AP-2 complex subunit alpha-2, AP-2
1 Smp_004980 | Ribosomal protein L20 28S ribosomal protein S2, mitochondrial
- . . . Cysteine protease ATG4A {Human (Homo
1 Smp_213790 | Papain-like cysteine peptidase superfamily sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_124820 | Importin-beta, N-terminal domain Chromosome region maintenance 1 (CRM1)
Smp_004940 | Ribosomal protein L29/1L35 Ribosomal protein L8, putative, Uncharacterized
. . Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
! Smp_340120 | Malectin domain glycosyltransferase subunit STT3B (E.C.2.4.99.18)
. Large T antigen, the N-terminal J domain {Simian
1 D
Smp_005070 | DnaJ domain virus 40, Sv40 [TaxId: 10633]}
SAM-dependent methyltransferase . .
1 L13-
Smp_005080 RsmB/NOP2-type 60S ribosomal protein L13-A, 60S
1 Smp_124840 | Zinc finger, UBR-type Histone H3.2, Histone H4, Histone
SAM-dependent methyltransferase . .
1 Smp_319330 RsmB/NOP2-type 60S ribosomal protein L13-A, 60S
1 Smp_124850 | Protein kinase domain Bruton's Tyrosine Kinase (E.C.2.7.10.2)

Vi
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GLI-Krueppel family member HKR3 {Mouse (Mus

SLBP1/SLBP2

1 Smp_337760 | Selenoprotein F/M musculus) [Taxid: 10090]}
Leucine carboxy methyltransferase Ppm1
1 Smp_124860 | Methyltransferase Ppm1/Ppm2/Tcmp {Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld:
4932]}
. Vitelline membrane outer protein-I (VMO-I) {Hen
1 140 | Th -1 (TSP1
Smp_005140 rombospondin type-1 (TSP1) repeat (Gallus gallus) [Taxid: 9031]}
1 Smp_005160 | Zinc finger, CCCH-type Muscleblind-like protein 1/RNA Complex
1 Smp_005180 | Transcription factor, GTP-binding domain ul2, ul3, ul4, 60S ribosomal
1 Smp_124870 | NA Actwfcy—regulated cytoskeleton associated
protein 1
. . Acylphosphatase 2 (Cg18505) {Fruit fly
1 Smp_319320 | Acylphosphatase-like domain (Drosophila melanogaster) [Taxid: 72271}
L . STE20-like serine/threonine-protein kinase, SLK
1 Smp_005190 | Protein kinase domain {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
. . METASTASIS-ASSOCIATED PROTEIN MTAL,
1 Smp_005210 | Histone deacetylase family HISTONE DEACETYLASE
. . Ribosomal protein S7 {Archaeon Pyrococcus
1 Smp_093440 | Ribosomal protein S5/57 horikoshii [Taxld: 53953]}
Smp_173360 | NA DUF2613
1 Smp_124890 | NA DUF2613
. Calcium-dependent protein kinase sk5 CLD
! Smp_005230 | EF-hand domain {Soybean (Glycine max) [TaxId: 38471}
Second domain of Mu2 adaptin subunit (ap50) of
1 Smp_342080 | Stonin homology ap2 adaptor {Rat (Rattus norvegicus) [TaxId:
101161}
1 Smp_124920 | Endoplasmic reticulum oxidoreductin 1 ERO1-like protein alpha (E.C.1.8.4.-)
1 Smp_028170 | NA zf C2H2_10
1 Smp_246940 | LIS1 homology motif LisH 2
1 Smp_028140 | FCH domain Growth arrest-specific protein 7
1 Smp__028130 | Protein FAM78 Uncha.ractenzed protein PA3332 {Pseudomonas
aeruginosa [Taxld: 287]}
. . Dynamin-like 120 kDa protein,
1 Smp_028120 | Dynamin, GTPase domain mitochondrial OPAL
1 Smp_137410 | EF-hand domain pair M-CALPAIN LARGE AND SMALL SUBUNITS
Ubiquitin conjugating enzyme, UBC {Nematode
1 Smp_028100 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 (Caenorhabditis elegans), E2-19 kDa [TaxlId:
6239]}
1 Smp_ 137400 | NA Braln-'speuflc angiogenesis inhibitor 1-associated
protein
1 Smp._ 137390 Histone RNA stem-loop-binding protein SLBP/RNA Complex
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5-aminolevulinate synthase {Rhodobacter

1 Smp_028080 | Aminotransferase, class I/classl! capsulatus [Taxld: 1061]}
1 Smp_028070 | Bicaudal-D protein BicD
1 Smp_028060 | Surfeit locus 6 SURF6
1 Smp_028050 | NA NA
1 Smp_028030 | Rho GTPase-activating protein domain SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 2
1 Smp_137380 | Forkhead-associated (FHA) domain Pre-mRNA-processing-splicing factor 8, 116 kDa
1 Smp_317370 | NA NA
1 Smp_118040 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like Chimera of Proteinase-activated receptor 1
1 Smp_137360 | NA Collectrin
. Homeobox protein hox-a9 {Mouse (Mus
1 Smp_027990 | Homeobox domain musculus) [Taxld: 10090]}
1 Smp_027970 | Helicase, C-terminal RNA-binding motif protein, X-linked 2
. . . L-serine dehydratase {Human (Homo sapiens)
1 Smp_137330 | RNA recognition motif domain [Taxld: 9606]}
1 Smp_137320 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like Srg
1 Smp_027940 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like ADENOSINE RECEPTOR A2A
1 Smp_137310 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like 7TM_GPCR_Srw
1 Smp_137300 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like 7TM_GPCR_Srw
Smp_319310 | NA 7TM_GPCR_Srab
1 Smp_178420 | GPCR, rhodopsin-like, 7TM ADENOSINE RECEPTOR A2A
. . . . Hypothetical protein MJ0764 {Archaeon
1 Smp_168080 | RmIC-like cupin domain superfamily Methanococcus jannaschii [Taxid: 2190]}
1 Smp_332480 | TNFR/NGFR cysteine-rich region Tumor necrosis factor ligand superfamily
N . . Beta-chimaerin, C-terminal domain {Human
1 Smp_180150 | Rho GTPase-activating protein domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_180160 | Rho GTPase-activating protein domain Graf {Chicken (Gallus gallus) [TaxId: 9031]}
N . . Ubiquitin conjugating enzyme, UBC
1 Smp_180170 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 {Human(Homo sapiens), E2 S [Taxid: 9606]}
. Survival motor neuron protein 1, smn {Human
1 Smp_175680 | Tudor domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_ 213980 | K Homology domain neuro-oncological ventral antigen 1/RNA
Complex
1 Smp_213990 | NA Membrane-associated protein slr1513
1 Smp_124470 | Adenylyl cyclase class-3/4/guanylyl cyclase Soluble guanylyl cyclase alpha-1 subunit
1 Smp_097460 | Adenylyl cyclase class-3/4/guanylyl cyclase Soluble guanylyl cyclase alpha-1 subunit
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Homeobox protein hox-b13 {Human (Homo

1 Smp_175710 | Helix-turn-helix motif sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp__097490 | P25-alpha Tubulin polymerization-promoting protein family
member
1 Smp_097500 | F-box domain S-phase kinase-associated protein 1/F-box only
Smp_319300 | NA NA
1 |Smp_319290 | NA Corona_S2
. . E3 UBIQUITIN/ISG15 LIGASE TRIM25
1 Smp_332470 | B-box-type zinc finger (E.C.6.3.2.19
1 Smp_ 132830 Hehx-Ioop-hele DNA-binding domain Pho4 B/HLH domain {I?a.ker s yeast
superfamily (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
1 |Smp_319280 | NA NA
1 Smp_019490 | Retrieval of early ER protein Rerl Rerl
Myc-type, basic helix-loop-helix (bHLH) Myc proto-oncogene protein {Human (Homo
1 13281
Smp_132810 domain sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp._ 132800 Myc—type, basic helix-loop-helix (bHLH) Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-
domain like
1 Smp_019460 (I;/onnc];ciynpe, basic helix-loop-helix (bHLH) SREBP-1a {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1| smp_132790 |MyCtype, basic heliloop-helix (bHLH) Transcription factor HES-1
domain
Helix-loop-helix DNA-binding domain Usf B/HLH domain {Human (Homo sapiens)
! Smp_332460 superfamily [TaxId: 9606]}
. Eukaryotic translation initiation factor elF-1
1 1944 11
Smp_019440 | SUI1 domain (SUI1) {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_019430 | Matrin/U1-C-like, C2H2-type zinc finger RNA binding protein ZFa
1 Smp_ 331670 Unch.aracterlsed protein family SERF, N- AFS
terminal
1 Smp_301670 | Zinc finger, RING-type E3 ubiquitin-protein ligase parkin (E.C.2.3.2.31)
1 Smp_019380 | W2 domain Translation initiation factor elF-2B subunit
1 Smp_132750 | G-protein alpha subunit, group Q G-protein alpha subunit Galpha7
ALPHA-BUNGAROTOXIN ISOFORM V31, ALPHA-
1 |Smp_ 019350 NA BUNGAROTOXIN ISOFORM
1 Smp_019340 | Tetraspanin Tetraspanin
1 Smp,_ 132740 Cytochrome b5-like heme/steroid binding FA_desaturase
domain
- . Dynein light chain 1 (DLC1) {Fruit fly (Drosophila
1 19310 |D 1/2
Smp_019310 | Dynein light chain, type 1/ melanogaster) [Taxld: 7227]}
- . Dynein light chain 1 (DLC1) {Fruit fly (Drosophila
1 Smp_319270 | Dynein light chain, type 1/2 melanogaster) [Taxld: 72271}
- . Dynein light chain 1 (DLC1) {Fruit fly (Drosophila
1 192 D 1/2
Smp_319260 | Dynein light chain, type 1/ melanogaster) [Taxld: 7227]}
1 Smp_132730 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like Neurotensin receptor type

1,Endolysin, NEUROTENSIN RECEPTOR
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1 Smp_319250 | NA Engineered transmembrane domain variant

1 Smp_019280 | Cyclic nucleotide-binding domain Protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, alpha

1 Smp_019260 | Ankyrin repeat Myotrophin {Rat (Rattus norvegicus) [Taxld:
10116]}

I . 31 6DT1_A DNA dC->dU-editing enzy 98.1 1.6E-
1 | smp_342710 | Du?! specificity phosphatase, catalytic 08 1.4E-13 100.3 0.0 261 353-651 171-505
domain

(507)

1 Smp_132700 | Immunoglobulin subtype 2 CARCINOEMBRYONIC ANTIGEN

1 Smp_019190 | Pre-mRNA-splicing factor SLU7 domain Protein mago nashi homolog 2

Smp_132690 | AAA ATPase domain RuvB-like 2 (E.C.3.6.4.12)
1 Smp_019170 | ARID DNA-binding domain Lysine-specific demethylase 5A (E.C.1.14.11.-)
. Myosin Essential Chain {Bay scallop (Aequipecten

1 Smp_132670 | EF-hand domain irradians) [Taxid: 31199])

1 Smp_132660 | Dbl homology (DH) domain FYVE, RhoGEF and PH domain-containing

1 Smp_201130 | Tumor protein p53-inducible protein 11 p53-induciblell
CTP L-myo-inositol-1-phosphate

1 Smp_132640 | CDP-alcohol phosphatidyltransferase cytidylyltransferase/CDP-L-myo-inositol myo-
inositolphosphotransferase

1 Smp_019130 Pre—rT\RNA cleavage complex subunit Clp1, C- Protein clpf-1

terminal

1 Smp_301660 | NA NA

1 Smp_132620 | Dynamin superfamily Mitofusin-2,cDNA FLI57997, highly similar to

1 Smp_019100 | Dynamin superfamily EH DOMAIN-CONTAINING PROTEIN-2

1 Smp_132610 | NA NA

1 Smp_000020 | Beta-N-acetylglucosaminidase Protein O-GlcNAcase (E.C.3.2.1.169,3.2.1.-)

1 Smp_000030 | Armadillo-type fold RPN1_RPN2_N

1 Smp_000040 | Kinesin light chain Kinesin light chain 2, C-Jun-amino-terminal

1 Smp_000050 | Ankyrin repeat nNvTRPM2 channel

1 Smp_000070 | Phospholipid/glycerol acyltransferase L-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase
(E.C.2.3.1.51)

. Engrailed Homeodomain {Drosophila

1 Smp_000075 | Homeobox domain melanogaster [Taxid: 7227]}

1 Smp_319230 | Target SNARE coiled-coil homology domain Syntaxin-1A

1 Smp_000080 | Target SNARE coiled-coil homology domain Syntaxin-1A

1 Smp_335570 | Sodium channel and clathrin linker 1 CCCAP

1 Smp_319220 | LSM domain, eukaryotic/archaea-type U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2

1 Smp_346820 | Sodium channel and clathrin linker 1 CCCAP

1 Smp_127580 | DIS3-like exonuclease 2, C-terminal Dis3L2/RNA Complex
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1 Smp_319210 | Ribonuclease II/R Dis3L2/RNA Complex
1 Smp_248110 | SANT/Myb domain DNA-binding protein reb1/DNA Complex
betal-subunit of the signal-transducing G
1 Smp_010230 | G-protein, beta subunit protein heterotrimer {Cow (Bos taurus) [Taxld:
9913]}
- Cyclin-dependent protein kinase PHO85
1 Smp_127600 | Cyclin-like (E.C.2.7.11.22)
. Triple functional domain protein TRIO {Human
1 Smp_010250 | Dbl homology (DH) domain (Homo sapiens) [Taxid: 9606]}
Smp_010260 | XPA General transcription and DNA repair
1 Smp_248120 | NA HAUS4
) . Putative serine hydrolase Ydr428c {Baker's yeast
1 Smp_010280 | Phospholipase/carboxylesterase/thioesterase (Saccharomyces cerevisiae) [Taxd: 4932]}
Smp_127450 | 1Q motif, EF-hand binding site MYOSIN 2 HEAVY CHAIN STRIATED
1 Smp_127440 | Centrosome-associated protein 350 NA
1 Smp_ 127430 | NA Probablfa metallqprotease ARX1, rRNA-
processing protein
Smp_315790 | CBS domain 5'-AMP-activated protein kinase catalytic subunit
1 Smp_127380 | HAP1, N-terminal HAP1 N
1 Smp_009830 | Translocon-associated protein subunit beta | TRAP_beta
. beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase
1 Smp_127370 | Glycosyl transferase, family 14 (E.C.2.4.1.102)
beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase
1 |Smp_009810 NA (E.C.2.4.1.102)
. NK cell receptor {Mouse (Mus musculus), ly49-c
1 Smp_319200 | C-type lectin fold (Taxld: 10090]}
1 Smp_127360 | NA NA
S . Serine/threonine-protein kinase Nek2 {Human
1 P k
Smp_009800 | Protein kinase domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_337140 | NADH-quinone oxidoreductase, subunit D NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3
(E.C.1.6.5.3)
1 Smp_301620 | 14-3-3 protein zeta isoform {Cow (Bos taurus) [TaxId: 9913]}
Smp_301610 | NA Neutrophil cytosol factor 4
1 Smp_009760 | 14-3-3 protein zeta isoform {Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
1 Smp_127310 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like Chimera of Proteinase-activated receptor 1
1 Smp_121460 | NA NA
1 Smp_341860 | 50S ribosomal protein L30e-like Ribosome
. Proteasome beta subunit (catalytic) {Cow (Bos
1 121
Smp_121430 | Proteasome, subunit alpha/beta taurus) [Taxid: 9913]}
GLYCYLPEPTIDE N-
1 12142 i -
Smp_121420 | Myristoyl-CoA TETRADECANOYLTRANSFERASE (E.C.2.3.1.97)
1 Smp_ 194430 | PRC-barrel-like superfamily RIKEN cDNA 231005716 protein (KIAA1543)

{Mouse (Mus musculus) [Taxld: 10090]}

Xi
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1 Smp_332450 | Equilibrative nucleoside transporter Equilibrative nucleoside transporter 1
1 Smp. 337200 Putative homeodomain transcription factor NA
1/2
1 Smp_173840 | AAA ATPase domain Proteasome subunit alpha type-6 (E.C.3.4.25.1)
1 Smp_094320 | Zinc finger, CCCH-type zf-C3H1
1 Smp_315830 | NA Muscarinic acetylcholine receptor M5, T4
1 Smp_102690 | PAZ domain Argonaute2/RNA Complex
1 Smp_ 179320 | PAZ domain CRISPR-associated endonuclease Cpf1/RNA
Complex
1 Smp_146460 | Dynein light chain, type 1/2 Tegumental protein 20.8 kDa
1 Smp_045010 | Dynein light chain, type 1/2 CALCIUM BINDING PROTEIN
1 Smp_146470 | NA Rhodopsin
Neurotensin receptor type
1 |5mp_313170 | NA 1,Endolysin,NEUROTENSIN RECEPTOR
1 Smp_045200 | Dynein light chain, type 1/2 Tegumental protein 20.8 kDa
1 Smp_337040 | Ribosomal protein L11/L12 28S ribosomal protein S2, mitochondrial
1 Smp_319140 | Mediator complex, subunit Med27 Med27
1 Smp_319130 | FCH domain SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 2
1 Smp_319120 | Zinc finger, RING-type zf-PHD-like
. . Fe-S scaffold protein IscA (YfhF) {Escherichia coli
1 Smp_319110 | FeS cluster biogenesis [Taxld: 562]}
. . Protein serine/threonine phosphatase 2C,
PPM- hosph |
1 Smp_ 319100 |, . 'type phosphatase, divalent cation catalytic domain {Human (Homo sapiens) [Tax|d:
binding
9606]}
HIN recombinase (DNA-binding domain)
1 1 NA
Smp_319050 {Synthetic}
1 Smp_319080 | NA NA
1 Smp_319070 | NA DUF2852
1 Smp_319060 | Matrin/U1-C-like, C2H2-type zinc finger zf-Ul
Groucho/tle1, C-terminal domain {Human
! Smp_045070 | WDA0 repeat (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
Cell cycle arrest protein BUB3 {Baker's yeast
! Smp_045060 | WDA0 repeat (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
1 Smp_319050 | Transmembrane protein 164 TMEM164
1 |smp_316440 | Nibosomal RNA methyltransferase Fts) 60S ribosomal protein L13-A, 60S
domain
1 Smp_146480 | NA NA
1 Smp_140250 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like Platelet-activating factor receptor,Flavodoxin
1 Smp_140260 | CARD domain Apaf-1 related killer DARK
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Smp_140270

NAD(P)-binding domain superfamily

Carbonyl reductase/20beta-hydroxysteroid
dehydrogenase {Human (Homo sapiens) [TaxId:
96061}

Smp_033530

Short-chain dehydrogenase/reductase SDR

Carbonyl reductase/20beta-hydroxysteroid
dehydrogenase {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}

Carbonyl reductase/20beta-hydroxysteroid

Smp_033540 | Short-chain dehydrogenase/reductase SDR dehydrogenase {Human (Homo sapiens) [Taxld:
96061}
Smp_152870 | NA NA
Type-B carboxylesterase/lipase {Fungus
Smp_200980 | NA (Geotrichum candidum), ATCC 34614 [Taxld:
27317]}
Smp_319040 | NA NA
Smp._ 152860 Tetratrlco.peptlde—hke helical domain Protein farnesyltransferase alpha subunit
superfamily (E.C.2.5.1.7)
Smp 057230 Aminoacyl-tRNA synthetase, class Il (G/ P/ Seryl-tRNA synthetase (SerRS) {Thermus
P S/T) thermophilus, strain hb27 [Taxld: 274]}
Smo 152850 Tetratricopeptide-like helical domain Putative 70 kda peptidylprolyl isomerase
P superfamily PFL2275c {Plasmodium falciparum [TaxId: 5833]}

Smp_057210

Leucine-rich repeat

Slit {Fruit fly (Drosophila melanogaster) [Taxld:
72271}

Smp_152840

Helicase, C-terminal

CG9323, isoform A/DNA Complex

Smp_142620

Na-Ca exchanger/integrin-beta4

Na/Ca exchange protein

Smp_210470

Rab-GTPase-TBC domain

TBC1 domain family member 22A

CREB-binding protein, CBP {Human (Homo

Smp_337800 | Bromodomain sapiens) [Taxld: 9606]}
Uncharacterized protein BT2961 {Bacteroides
19010 | NA
Smp_319010 thetaiotaomicron [Taxld: 818]}
. Hypothetical rotein At5g08430 {Thale cress
Smp_057120 | GYF domain (Arabidopsis thaliana) [Taxld: 3702]}
Guanine nucleotide dissociation inhibitor, GDI
Smp_200960 | NA {Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld:
4932]}
Smp_197230 | Adenylate kinase/UMP-CMP kinase Adenylate kinase {Pig (Sus scrofa) [TaxId: 9823]}

Smp_301570

F-box domain

Protein prenyltransferase alpha subunit repeat-
containing

Smp_301560

Leucine-rich repeat

Cyclin A/CDK2-associated p19, Skp2 {Human
(Homo sapiens) [Taxld: 96061}

Smp_319000

NA

Kunitz-type protease inhibitor 1

Smp_057090

Radial spokehead-like protein

Radial_spoke

Smp_152800

Armadillo-like helical

Exportin-5/13-mer peptide/GTP-binding nuclear
protein Ran/RNA

Smp_152790

Gtr1/RagA G protein

Ragulator complex protein LAMTORS3, Ragulator
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1 Smp_057060 | Acetyl-CoA hydrolase/transferase 4-hydroxybutyrate CoA-transferase
1 |Smp_301530 | NA NA
1 Smp_057020 ATP—depend.ent RNA helicase DEAD-box, Ribosome biogenesis protein RLP7, Ribosome
conserved site
1 Smp_344520 | NA Golgin_A5
1 Smp_056990 | lonotropic glutamate receptor Glutamate receptor ionotropic, delta-2
1 Smp_152760 | Cyclin-Q Cyclin K {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_152750 | PTP type protein phosphatase ZR:tcaeptor—type tyrosine-protein phosphatase
1 Smp._ 056970 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
type | (E.C.1.2.1.12)
1 Smp_152740 | WD4O0 repeat 40S ribosomal protein S1-A, 40S
1 Smp._ 056930 | Zinc finger, RING-type Myelgld/lymph0|d or mixed-lineage leukemia
protein
1 Smp_193610 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like Lysozyme C (E.C.3.2.1.17)
1 Smp_008450 | Leucine-rich repeat Protein toll, Protein spaetzle C-106
1 Smp_008440 DNA-directed RNA polymerase, subunit DNA-directed RNA polymerase subunit A’
N/Rpb10
Protease Do (DegP, HtrA), C-terminal domains
1 4 NA
Smp_008430 {Escherichia coli [Taxld: 562]}
1 Smp_008470 | CTLH, C-terminal LisH motif Vacuolar import and degradation protein
1 Smp_126720 | Pre-mRNA-splicing factor Isy1l Pre-mRNA-processing-splicing factor 8, 116 kDa
1 Smp_318980 | BolA protein SufE-like protein, chloroplastic
1 Smp_318970 | Domain of unknown function DUF1330 uncharacterized conserved protein
1 Smp_008490 | Glycosyl transferase, family 8 GLYCOGENIN-1 (E.C.2.4.1.186)
1 Smp_008500 | Transcription factor IS, N-terminal Transcription factor IWS1
1 Smp_126730 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like 7tm_1
ATP- RNA heli DEAD-
1 Smp_094020 depenc{ent elicase box, Ribosome biogenesis protein RLP7, Ribosome
conserved site
1 Smp_173640 | NA TALT
Rap guanine nucleotide exchange factor 5,
! Smp_347850 | NA RapGEF5 {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
1 Smp_246820 | NA hypothetical protein TTHA1254
1 Smp_093980 | NA NA
1 Smp_173620 | Transmembrane protein TqsA-like Al-2E_transport
1 Smp_318960 | NA NA
1 Smp_093950 | OTU domain OTU domain-containing protein 5 (E.C.3.4.19.12)
1 Smp_173610 | NA YuzL
1 Smp_200540 | NA NA
1 Smp_318950 | Histone H3/CENP-A Leishmania histone H3, Histone H4
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Tetratricopeptide-like helical domain

1 Smp_125980 . PARTNER OF INSCUTEABLE, RE60102P
superfamily
1 |Smp_193150 | NA NA
1 Smp_126000 | NA NA
1 Smp_007070 | G protein-coupled receptor, rhodopsin-like M3-mT4L, Tiotropium
1 |smp_126020 | T&S hvdro-lyase, tartrate dehydratase alpha- | ¢\ oo b dratase 2 (£.C.4.2.1.2)
type, catalytic domain
1 Smp_126030 | Homeobox domain PBC
1 Smp_126050 | Cadherin-like Protocadherin-15
1 Smp_126070 | NA NA
1 Smp_126080 | Arrestin Bovine arrestin-2 (full length)
1 Smp_007170 | Armadillo-like helical Mo25 protein {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
1 Smp_007180 | CID domain Putative RNA-binding protein 16
1 Smp_007190 | Lariat debranching enzyme, C-terminal DBR1
1 Smp_110280 | Srp40, C-terminal SRP40_C
Smp_007210 | Rab-GTPase-TBC domain Rab GTPase-activating protein 1
1 Smp_196700 WD4O/YV.TN repeat-like-containing domain Bardet-Bied| syndrome 18 protein, BBS1
superfamily
1 Smp_318920 | NA Biopolymer transport protein ExbB, TonB
1 Smp_318900 | NA PTS system, cellobiose-specific IIB component
1 Smp_318890 | NA Biopolymer transport protein ExbB, TonB
1 Smp_126110 | AAA ATPase domain Spastin (E.C.5.6.1.1), polyglutamate peptide
SARCOPLASMIC/ENDOPLASMIC RETICULUM
1 Smp_007260 | P-type ATPase CALCIUM ATPASE 1
. . Actin binding domain of plectin {Human (Homo
1 727 | h I
Smp_007270 | Calponin homology domain sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_007290 | NA UPF0249 protein EF_3048
1 Smp_007300 | NA C0|Iec?—c.0|I—heI|x—F0|Ied—c0|I—heI|x domain-
containing protein 7
1 Smp_301430 | Phospholipase B-like Putative phospholipase B-like 2 (E.C.3.1.1.-)
Smp_007330 | NA NA
1 Smp_210450 | Ribosomal protein $23/529, mitochondrial Ribosomal protein L2, 50S ribosomal
. Aldehyde reductase (dehydrogenase), ALDH
! Smp_210440 | Aldehyde dehydrogenase domain {Baltic cod (Gadus callarias) [TaxId: 8053]}
1 Smp_196480 | Small integral membrane protein 15 UPF0542
1 Smp_ 114160 | GTP binding domain Probable GTPase YIqF {Bacillus subtilis [Taxld:
1423]}
1 Smp_007380 | UPF0428 family DUF2325
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1 Smp_126140 | Integrin alpha chain Integrin alpha-V, Integrin beta-3
1 Smp_ 158330 I(iZI(:;—Ied-coH domain-containing protein 170- CT398
1 Smp_158320 | NA NA
Protein N-terminal asparagine Protein N-terminal asparagine amidohydrolase
! Smp_066830 amidohydrolase (E.C.3.5.1.7)
1 Smp_066820 | von Willebrand factor, type A INT_SG_DDX_CT_C
1 Smp__093580 | Helicase, C-terminal Pre-mRNA-splicing factor 8, Pre-mRNA-splicing
factor
von Willebrand factor binding domain of
1 Smp_173420 | Leucine-rich repeat glycoprotein Ib alpha {Human (Homo sapiens)
[Taxld: 9606]}
1 Smp_173410 | Mediator complex, subunit Med30, metazoa | Med30
L Type | TGF-beta receptor R4 {Human (Homo
1 Smp_093540 | Ser/Thr protein kinase, TGFB receptor sapiens) [Taxd: 9606]}
1 Smp_ 347110 Ribosomal protein L5 eukaryotic/L18 60S ribosomal protein L8, 60S
archaeal
. Dnal chaperone, N-terminal (J) domain
! Smp_346200 | SANT/Myb domain {Escherichia coli [Taxld: 562]}
S . Musk tyrosine kinase {Rat (Rattus norvegicus)
1 Smp_173380 | Protein kinase domain [Taxld: 10116]}
1 Smp_025620 | Coiled-coil domain-containing protein 151 Tubulin beta, Tubulin alpha, PACRG
- . Ran-binding protein 1, Ranbp1 {Human (Homo
1 1152 R
Smp_115290 | Ran binding domain sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_ 136090 Rlbosgmal protein L30, ferredoxin-like fold 605 ribosomal protein L8, 60S
domain
1 Smp. 343010 | Kelch repeat type 1 S-phase kinase-associated protein 1, F-box/LRR-
repeat
1 Smp_136110 | NA Lin-12 and glp-1 phenotype protein
1 |smp_343020 | MYe-type, basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding protein inhibitor ID-1
domain
Smp_025670 | Zinc finger C2H2-type Zinc finger protein 568/DNA Complex
1 Smp_025680 | CSN8/PSMDS8/EIF3K COP9 signalosome complex subunit 1
1 Smp_331660 | NA 26S proteasome regulatory subunit RPN9
Kelch-like ECH-associated protein 1, KEAP1
1 Smp_025700 | Kelch-type beta propeller {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
1 Smp_200910 | NA NA
1 |Smp_266750 | NA NA
IIA domain of mannose transporter, lIA-Man
! Smp_318870 | NA {Escherichia coli [Taxld: 562]}
1 Smp_136130 | Parathyroid hormone-responsive B1 Bardet-Biedl syndrome 18 protein, BBS1

XVi




Annexe 4

1 Smp_136190 | Nuclear protein MDM1 MDM1
RhoE (RND3) {Mouse (Mus musculus) [Taxld:
1 Smp_025740 | Small GTPase 10090]}
1 Smp_025750 | NA NA
1 Smp_200530 | NA Weak toxin DE-1 homolog 1
. Proteasome beta subunit (catalytic) {Baker's
! Smp_305800 | Proteasome, subunit alpha/beta yeast (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
1 Smp_213780 | Transmembrane protein 223 TMEM223
1 Smp_303770 | NA D.NA-dlrected RNA polymerase subunit, DNA-
directed
. Proteasome beta subunit (catalytic) {Baker's
1 1340 | Prot t alph t
Smp_301340 | Proteasome, subunit alpha/beta yeast (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
1 Smp_318850 | RNA recognition motif domain D.NA-dlrected RNA polymerase subunit, DNA-
directed
Bone marror stromal cell antigen 1, BST-1/CD157
1 Smp_025830 | ADP-ribosyl cyclase (CD38/157) (ADP ribosyl cyclase-2) {Human (Homo sapiens)
[Taxld: 9606]}
Rnalp (RanGAP1), N-terminal domain {Fission
1 Smp_136150 | Leucine-rich repeat yeast (Schizosaccharomyces pombe) [Tax|d:
4896]}
1 Smp_025860 | Beta-thymosin Actin, alpha skeletal muscle, Thymosin
. p53 tumor suppressor, DNA-binding domain
1 Smp_136160 | p53 tumour suppressor family {Human (Homo sapiens) [Taxd: 9606]}
1 Smp_025890 | Rab-GTPase-TBC domain TBC1 domain family member 22B
Smp_343030 | Sterol-sensing domain Protein dispatched
. - . Protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha
5 Smp_165490 ial;:ll_'nfurlen like phosphoesterase domain, isoform, PP2A-alpha {Human (Homo sapiens)
parityp [Taxid: 9606]}
5 Smp_334460 | NA Lebercilin
L . . p50 RhoGAP domain {Human (Homo sapiens)
5 Smp_165530 | Rho GTPase-activating protein domain [Taxid: 9606]}
5 Smp_070600 | Transaldolase/Fructose-6-phosphate aldolase | Transaldolase {Escherichia coli [Taxld: 562]}
Smp_329930 | NA NA
Smp_329940 | NA NA
Smp_070610 | MOB kinase activator family Mob1la {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
. Sepiapterin reductase {Mouse (Mus musculus)
5 Smp_212250 | Short-chain dehydrogenase/reductase SDR [Taxld: 10090]}
5 Smp_160530 | N2227-like Carnosine N-methyltransferase (E.C.2.1.1.22)
5 Smp_070640 | FERM/acyl-CoA-binding protein superfamily | Fermitin family homolog 3
5 Smp_160540 | Primosome PriB/single-strand DNA-binding Primosomal replication protein n
5 Smp. 345210 | Dyp-type peroxidase Melanin biosynthesis protein TyrA {Shewanella

oneidensis [Taxld: 70863]}
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Hypothetical protein BT1219 {Bacteroides

> Smp_314200 | Dyp-type peroxidase thetaiotaomicron [Taxld: 818]}
. Hypothetical protein BT1219 {Bacteroides
171 Dyp-
> Smp_317150 | Dyp-type peroxidase thetaiotaomicron [Taxld: 818]}
. Melanin biosynthesis protein TyrA {Shewanella
> Smp_346170 | Dyp-type peroxidase oneidensis [Taxld: 70863]}
. Melanin biosynthesis protein TyrA {Shewanella
14210 | Dyp-
> Smp_3 0 | Dyp-type peroxidase oneidensis [Taxld: 70863]}
5 Smp_329950 | NA NA
Naphthalene 1,2-dioxygenase alpha subunit, N-
5 Smp_154590 | NA domain {Rhodococcus sp. ncimb12038 [Taxld:
926941}
5 Smp_201330 | NA NA
5 Smp_201320 | NA NA
5 Smp_329960 | NA Phenol_monoox
5 |Smp_102020 | NA NA
5 Smp_086630 | NA NA
Nicotinamide mononucleotide (NMN)
5 Smp_329970 | NA adenylyltransferase {Bacillus subtilis [Taxld:
1423]}
5 Smp_192610 | NA NA
Synaptotagmin IV {Human (Homo sapiens)
5 Smp_329980 | NA [Taxld: 9606]}
. Synaptotagmin IV {Rat (Rattus norvegicus)
5 Smp_329990 | C2 domain (Taxld: 10116]}
HISTONE DEACETYLASE COMPLEX SUBUNIT
5 Smp_330000 | Sin3 associated polypeptide p18 STO ¢ SE CO SUBU
SAP18
5 Smp_330010 Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase Alkylated DNA repair protein AlkB/DNA
alkB homologue 7
5 Smp_330020 | NA NA
5 Smp_314630 | NA RCR
5 Smp_332090 Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase Alkylated DNA repair protein AlkB/DNA
alkB homologue 7
5 Smp_093070 | NA NA
5 Smp_345030 | WD40 repeat mTOR, Target of rapamycin complex
N . . Ubiquitin conjugating enzyme, UBC
> Smp_068000 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 {Caenorhabditis elegans, E2 2 [Taxld: 6239]}
L . . Ubiquitin conjugating enzyme, UBC
1 - E2
> Smp_315750 | Ubiquitin-conjugating enzyme {Caenorhabditis elegans, E2 2 [Taxld: 6239]}
. Frequenin (neuronal calcium sensor 1) {Baker's
1 EF-
> Smp_158390 | EF-hand domain yeast (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
5 Smp_158980 | EF-hand domain Recoverin {Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
ATP-dependent RNA helicase DEAD-box, ATP-dependent RNA helicase MSS116
> Smp_158370 conserved site (E.C.3.6.1.-)/RNA
5 Smp_341090 | Zinc finger C2H2-type Zn-C2H2_12
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DNA-directed RNA polymerase subunit, DNA-

5 Smp_067930 | 28kDa heat- and acid-stable phosphoprotein directed
5 Smp_345020 | NA QVR
ERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE HASPIN
5 Smp_158950 | Protein kinase-like domain superfamily > / © 0 > >
(E.C.2.7.11.1)
5 Smp_067900 | Cdc37 HEAT SHOCK PROTEIN HSP 90
. . Proteasome alpha subunit (non-catalytic)
5 Smp_067890 Proteésome alpha-subunit, N-terminal {Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld:
domain
4932]}
5 Smp_330050 | NA Strabismus
5 Smp_330060 | NA NA
5 Smp_330070 | NA NA
5 Smp_330080 | NA Eukaryotic translation initiation factor 4E-like
5 Smp_330090 | NA NA
5 Smp_330100 | NA NA
5 Smp_056460 | NA DUF3091
5 Smp_330110 | NA NA
5 Smp_330120 | NA NA
5 Smp_344470 | NA NA
5 Smp_330130 | NA NA
5 Smp_152430 | CTF transcription factor/nuclear factor 1 zf-His_Me_endon
5 Smp_056500 | Proteasome, subunit alpha/beta Proteasome subunit alpha type-6 (E.C.3.4.25.1)
5 Smp_ 152440 Nucleotld.e—blndmg alpha-beta plait domain Splicing factor 3A subunit 3
superfamily
Zinc finger protein 295, ZNF295 {Human (Homo
2 NA
> Smp_266930 sapiens) [Taxld: 96061}
Enolase {Baker's yeast (Saccharomyces
> Smp_337370 | Enolase cerevisiae) [Taxld: 49321}
5 |[Smp_342340 | NA NA
OB-fold domains of BRCA2 {Rat (Rattus
> Smp_128040 | NA norvegicus) [Taxld: 10116]}
6 Smp_345940 | NA Thiamine transporter
6 Smp_169860 | NA NA
6 Smp_169870 | Lysosomal cystine transporter sugar transporter
6 Smp_169880 | Immunoglobulin subtype 2 Kin of IRRE-like protein 1
6 Smp_169890 | Immunoglobulin subtype Defective proboscis extension response 2
6 Smp. 341830 P-loop containing nucleoside triphosphate Sulfotransferase
hydrolase
6 Smp_203170 | Oligosaccaryltransferase Ost4
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
1761 - -
6 Smp_176180 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
6 Smp_176160 | Cysteine-rich secretory protein-related Insect allergen 5 (AGS) {Yellow jacket (Vespula

vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 74541}
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. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_120670 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
. Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 |Smp_176170 | CAP domain vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_154260 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxid: 7454]}
Rossmann-like alpha/beta/alpha sandwich ATP sulfurylase catalytic domain {Human (Homo
15427
6 Smp_154270 fold sapiens) [Taxld: 9606]}
6 Smp_317130 | ATPase, VO complex, subunit e1/e2 ATPase H+-transporting V1 subunit A
6 Smp. 214020 S-adenosyl-L-methionine-dependent Flbrllllarlr?'homologue {Archaeon Pyrococcus
methyltransferase horikoshii [Taxld: 53953]}
Hypothetical protein TM0894 {Thermotoga
6 Smp_214030 | Metallo-beta-lactamase maritima [Taxid: 2336]}
6 Smp_059670 | Marvel domain MARVEL
F-box/WD-repeat protein 1 (beta-TRCP1)
40940 | WD4
6 Smp_340940 O repeat {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
Smp_305690 | Small GTPase Rad {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
Smp_059710 | SAP domain Protein DEK
6 Smp_154280 | Divergent protein kinase domain 2A/B PIP49 C
6 Smp_ 191970 | NA EndonS|n,‘CIaud|n-4 (E.C.3.2.1.17), Heat-labile
enterotoxin B
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_154290 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
Smp_059600 | Tektin Tektin
Smp_317500 | NA PGM_PMM_|
Smp_154250 | NA NA
L brcal RING domain {Human (Homo sapiens)
6 Smp_141490 | Zinc finger, RING-type [Taxid: 9606]}
6 Smp_203030 | Uncharacterised domain UPF0506 UPF0506
6 Smp_141500 | Uncharacterised domain UPF0506 UPF0506
6 Smp_317510 | Uncharacterised domain UPF0506 UPF0506
6 Smp_316080 | BTB/POZ domain Voltage-gated potassium channel subunit beta-2
Acetylcholinesterase {Pacific electric ray
6 Smp_316090 | Carboxylesterase, type B (Torpedo californica) [Taxid: 7787]}
. Hypothetical protein KIAA1095 {Human (Homo
14152 Dz
6 Smp_141520 | PDZ domain sapiens) [Taxld: 96061}
6 Smp_347170 | Cysteine alpha-hairpin motif superfamily 28S ribosomal protein S24, mitochondrial
6 Smp_343430 | Anoctamin Anoctamin-1
. . Deoxyribonucleoside kinase {Fruit fly (Drosophila
6 Smp_247980 | Deoxynucleoside kinase melanogaster) [Taxd: 72271}
) . Splicesomal U2A' protein {Human (Homo
141 L -
6 Smp_141540 | Leucine-rich repeat sapiens) [Taxld: 9606]}
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Histone H2A {Chicken (Gallus gallus),

6 Smp_210630 | Histone H2A erythrocytes [Taxld: 9031]}
Cysteine-rich secretory protein (SteCRISP)
6 Smp_347320 | Cysteine-rich secretory protein-related {Chinese green tree viper (Trimeresurus
stejnegeri) [Taxld: 39682]}
Cysteine-rich secretory protein (SteCRISP)
6 Smp_141550 | Cysteine-rich secretory protein-related {Chinese green tree viper (Trimeresurus
stejnegeri) [Taxld: 39682]}
. . . Pathogenesis-related protein 1 (PR1) {Tomato
6 Smp_317520 | Cysteine-rich secretory protein-related (Lycopersicon esculentum), P14a [Taxld: 4081]}
Cysteine-rich secretory protein (SteCRISP)
6 Smp_141560 | Cysteine-rich secretory protein-related {Chinese green tree viper (Trimeresurus
stejnegeri) [Taxld: 39682]}
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_316760 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_160250 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxid: 7454]}
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_313710 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_070250 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
6 Smp_317530 | NA NA
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_300070 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxid: 7454]}
. . . Pathogenesis-related protein 1 (PR1) {Tomato
6 Smp_336880 | Cysteine-rich secretory protein-related (Lycopersicon esculentum), P14a [Taxld: 4081]}
. . . Insect allergen 5 (AG5) {Yellow jacket (Vespula
6 Smp_300080 | Cysteine-rich secretory protein-related vulgaris), Ves v 5 [Taxld: 7454]}
6 |Smp_317540 | NA NA
6 Smp_156240 | NA DUF5588
6 Smp_156230 | NA Tk-SP_N-pro
6 Smp_344760 | PTP type protein phosphatase RPTP Lar {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
. . Activin A (Inhibin beta A) {Human (Homo
6 Smp_063190 | Transforming growth factor-beta, C-terminal sapiens) [Taxld: 9606]}
6 Smp_063180 | NA NA
6 Smp_316770 | NA Cytochrome P450, family 17, subfamily
6 Smp_300090 | Terminal nucleotidyltransferase NTP_transf_7
6 Smp_156180 | EF-hand domain DUF5580
. . Inosine triphosphate pyrophosphatase, ITPase
12 1-
6 Smp_063120 | Ham-like protein {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
6 Smp_063110 | Protein of unknown function DUF3504 DUF3504
6 Smp_156170 | ARID DNA-binding domain Transcription activator BRG1 (E.C.3.6.4.-), AT-rich
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Aconitase A/isopropylmalate dehydratase

6 Smp_063090 . . . ACONITASE
small subunit, swivel domain
6 Smp_156160 | WD40 repeat Elongator complex protein 1, Elongator
6 Smp_063070 | Small GTPase CDC42 {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
6 Smp_300140 | NA NA
6 Smp_300150 | NA NA
. . Trafficking protein particle complex subunit 3,
T ticle (TRAPP
6 Smp_309350 c(r)ar:szﬁretni)roteln particle ( ) Bet3 homolog {Mouse (Mus musculus) [Taxld:
P 10090]}
6 Smo 050880 CXXC motif containing zinc binding protein, Hypothetical protein MAL13P1.257 {Malaria
P eukaryotic parasite (Plasmodium falciparum) [Taxld: 5833]}
Smp_050890 | Hid-1/Ecm30 Dymeclin
Smp_149370 | Transmembrane protein 181 MIG-14_Wnt-bd
-, . . RNA-binding region containing protein 1 {Human
6 Smp_050920 | RNA recognition motif domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
Smp_149380 | SET domain SET domain-containing protein 6, RelA
Smp_050940 | Ribosomal protein L5 el18, ulL16, ul5, eL13, uL13
- Low affinity immunoglobulin epsilon Fc receptor
47 - I -lik
6 Smp_347550 | C-type lectin-like {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
Low density lipoprotein (LDL) receptor, different
6 Smp_243000 | NA EGF domains {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
6 Smp_051000 | Syndetin, C-terminal Vps54 N
L . . Ubiquitin conjugating enzyme, UBC {Human
101 - E2
6 Smp_051010 | Ubiquitin-conjugating enzyme (Homo sapiens), ubch10 [Taxld: 9606]}
Smp_149400 | Peptidase S8/S53 domain Furin (E.C.3.4.21.75)
Smp_149410 | NA NA
Merozoite surface protein 1 (MSP-1) {Malaria
1771 NA
6 Smp_ 80 parasite (Plasmodium falciparum) [Taxld: 58331}
6 Smp_051070 | Gonadal family DGCR6
6 Smp_051080 | Clathrin light chain Clathrin heavy chain 1, Clathrin
6 Smp_051090 | CFA20 domain DUF667
6 Smp_149420 | K Homology domain Protein quaking/RNA
6 |Smp_247990 | NA DUF4806
. . L2
6 Smp_248000 | 39S ribosomal protein L52, mitochondrial M!tochondr!al ribosomal protein 127,
Mitochondrial
Smp_051120 | START-like domain superfamily Uncharacterized protein DR_A0006
Smp_051130 | Ets domain Fli-1 {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
Phenyl-tRNA synthetase (PheRS) alpha subunit,
1 _
6 Smp_143430 | Phenylalanyl-tRNA synthetase PheS {Thermus thermophilus [Taxld: 274]}
6 Smp_344200 | Small GTPase MITOCHONDRIAL RHO GTPASE (E.C.3.6.5.-)
L dine(2 D "
6 Smp_149450 | tRNA-dihydrouridine synthase tRNA-dihydrouridine(20) synthase [NAD(P)+]-like

(E.C.1.3.1.-)
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Tyrosine-protein kinase SYK {Human (Homo

6 Smp_149460 | Protein kinase domain sapiens) [Taxld: 9606]}
von Willebrand factor binding domain of
6 Smp_149480 | Leucine-rich repeat glycoprotein Ib alpha {Human (Homo sapiens)
[Taxld: 9606]}
6 |Smp_344210 | NA NA
6 Smp_340780 | Pleckstrin homology domain Actin-binding protein anillin
6 Smp_046290 | Marvel domain MARVEL
6 Smp_147000 | PDZ domain amyloid beta A4 precursor protein-binding
6 Smp_300200 | Zinc finger C2H2-type Transcriptional repressor CTCF/DNA Complex
6 Smp_300210 | Zinc finger C2H2-type Zinc finger protein 568/DNA Complex
6 Smp_300220 | Zinc finger C2H2-type Zinc finger protein 568/DNA Complex
6 Smp_046360 | Zinc finger C2H2-type Transcriptional repressor CTCF/DNA Complex
6 Smp_147020 | Sec7 domain guanine nucleotide exchange protein
6 Smp. 147040 | Ankyrin repeat (GIEIlJC'czn;|r::azs)e kidney isoform, mitochondrial
6 Smp_046410 | Tektin Tektin
6 Smp_147050 ?Jl:ljjrii', Elu/c\ll:éﬁi;inzlﬁ:z Zinp:;/:eta ATPase H+-transporting V1 subunit A
6 Smp_046430 Peptidase C19, ubiquitin carboxyl-terminal Ubiquitin carboxyl-terminal .hydrolase 7 (USP7,
- hydrolase HAUSP) {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
Smp_317560 | NA 30S ribosomal protein S2, 30S
Smp_147060 | NA NA
6 Smp_147070 Aming acid transporter, transmembrane antibody Fab Heavy Chain, antibody
domain
6 Smp_011030 Ejg::?;comri\l/yfactor, effector binding domain Heme-binding protein 2, Programmed cell
Smp_128010 | NA NA
Smp_011010 | NA 39S ribosomal protein L2, mitochondrial
6 Smp_011000 | Partial AB-hydrolase lipase domain Sgitsr]'; lipase {Dog (Canis familiaris) [Taxld:
6 Smp_128000 | High mobility group box domain éoRrsr;:))IIZSmg factor 2, mitochondrial/DNA
6 Smp_127990 | NA NA
6 Smp_098420 | NA FtsL
6 Smp_317580 | NA GRP
6 Smp_317590 | NA NA
6 Smp_176270 | Target SNARE coiled-coil homology domain Syntaxin-binding protein 1, Syntaxin-1A
Smp_098450 | NA NA
Smp_203190 | NA NA
Smp_154220 | NA Photosystem Il protein D1 (E.C.1.10.3.9)
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Signal recognition particle, SRP54 subunit,

6 Smp_059540 . 60S RIBOSOMAL PROTEIN L23, RIBOSOMAL
GTPase domain
6 Smp_316100 | Domain of unknown function DUF4604 DUF4604
6 Smp_316110 | TAP46-like protein TAP42
Ras-related protein RalA {Cotton-top tamarin
6 Smp_059570 | Small GTPase (Saguinus oedipus) [Taxld: 9490]}
6 Smp. 244170 | ARID DNA-binding domain RSC7,‘Chromat|n structure-remodeling complex
protein
. . Neural cell adhesion molecule (NCAM) {Rat
1 EGF-lik
6 Smp_136660 | EGF-like domain (Rattus norvegicus) [Taxld: 10116]}
6 Smp. 136640 | EF-hand domain Grancalcin {Human (Homo sapiens) [Taxld:
96061}
6 Smp_026770 | LSM domain, eukaryotic/archaea-type Spliceosomal U1 small nuclear ribonucleoprotein
. . . Diacylglycerol kinase DgkB {Staphylococcus
6 Smp_342570 | Diacylglycerol kinase, accessory domain aureus [Taxld: 1280])
Smp_131220 | Peptidase S8/S53 domain Tripeptidyl-peptidase 2 (E.C.3.4.14.10)
Smp_016600 | Sodium Neutral amino acid transporter B(0)
F-box/WD-repeat protein 1 (beta-TRCP1)
1312 WD4
6 Smp_131230 O repeat {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
6 Smp_016630 Guanllne nucleotide b!ndlng protein (G- G-protein alpha subunit Galpha7
protein), alpha subunit
Smp_317600 | NA Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding
Smp_131250 | NDRG Protein NDRG3
. . . DcoH-like protein DCoH2 {Mouse (Mus

6 Smp_016670 | Pterin 4 alpha carbinolamine dehydratase musculus) [Taxid: 10090]}

Smp_315800 | NA BETA-CATENIN/TRANSCRISTION FACTOR XTCF-3
Smp_213250 | Bcl2-like Bcl-2 homologous antagonist/killer
N-alpha-acetyltransferase 60

6 Smp_213260 | Acyl-CoA N-acyltransferase (E.C.2.3.1.48,2.3.1.88)

- . Heme-binding protein 1 {Mouse (Mus musculus)

6 Smp_016730 | SOUL haem-binding protein (Taxld: 10090]}

6 Smp_131290 | NA SSP160

ADR1 heti h
6 |Smp_016750 | Zinc finger C2H2-type (Synthetic, based on Saccharomyces
cerevisiae sequence}
N Probable histone acetyltransferase MYST1
131320 (Z D-

6 Smp_131320 | Zinc finger, PHD-type {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
Smp_016780 | Tubulin SPINDLE POLE BODY COMPONENT SPC97
Smp_337210 | NA EB

6 Smp_016810 I;afflcklng protein particle complex subunit DUF974
Smp_131350 | Bile acid Transporter, sodium/bile acid symporter family
Smp_203200 | NA POLYC9
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ATP-dependent RNA helicase DEAD-box,

6 Smp_131360 . Splicing factor 3A subunit 3
conserved site
Smp_131370 | CAP domain Ancylostoma secreted protein 2
Smp_340240 | Armadillo-like helical Exportin-4, GTP-binding nuclear protein Ran
Keratinocyte growth factor, FGF7 {Rat (Rattus
6 Smp_317620 | NA norvegicus) [Taxld: 10116]}
Keratinocyte growth factor, FGF7 {Rat (Rattus
131 NA
6 Smp_131380 norvegicus) [Taxld: 10116]}
betal-subunit of the signal-transducing G
6 Smp_131390 | Bromodomain protein heterotrimer {Cow (Bos taurus) [Taxld:
9913]}
Microtubule-associated protein, . .
6 Smp_016870 MAP65/Asel/PRCL Protein regulator of cytokinesis 1
Smp_214040 | Glycosyl hydrolase family 99 Glycosyl hydrolase family 71
Smp_214050 | Guanylate kinase-like domain Guanylate kinase {Escherichia coli [Taxld: 562]}
Smp_340250 | NA NA
6 Smp_016900 | Protein of unknown function DUF2373 DUF2373
6 Smp_016910 iz;iisnferredoxm—type iron-sulfur binding Adrenodoxin {Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
6 Smp_016920 | Zinc finger, RING-type EL5 RING-H2 domain {Rice (Oryza sativa) [Taxld:
4530]}
6 Smp_ 131400 MannF)se-G—phosphate receptor binding PRKCSH_1
domain superfamily
6 Smp_131410 | Tmem141 superfamily Herpes_ LMP1
6 Smp_317630 | NA PMP22_Claudin
6 Smp_331630 | Uncharacterised domain UPF0506 UPF0506
6 Smp_342590 | T-complex 11 Tcpll

Chr. : chromosome.
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Annexe 5 : Répartition des profils chronobiologiques des générations FO, F1 et
F2 des croisements interspécifiques

Cross A Cross B
FO |
F1 |
F2
I T T T 1 I T T T 1
1 6 12 18 24 1 6 12 18 24
Time (hours) Time (hours)

Figure A5 : Joyplots des profils chronobiologiques des générations FO, F1 et F2 des croisements interspécifiques pour le QTL
mapping. Le croisement A est a gauche et le croisement B a droite. L’aire blanche sous la courbe correspond a une émission diurne
des cercaires. L’aire grise sous la courbe correspond a une émission nocturne des cercaires.



Annexe 6
Annexe 6 : Liste des génes candidats issus du QTL mapping des croisements

interspécifiques

dependent

Chr. |Gene ID GFF annotation HHsearch annotation
38 |smp_018360 | -Clike phosphodiesterase, TIM 1\ 1 ot cture of the Y2475/Y251S
beta/alpha-barrel domain superfamily
. Aurora-related kinase 1 (aurora-2) {Human (Homo
B 1322 A Il
3 Smp_132260 | Armadillo sapiens) [Taxld: 9606]}
3B |Smp_132270| K Homology domain Poly(rC)-binding protein 2
betal-subunit of the signal-transducing G protein
B 184 WD4
3 Smp_018400 O repeat heterotrimer {Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
. Thrombospondin-1 (TSP-1) {Human (Homo
3B |Smp_132280 | Thrombospondin type-1 (TSP1) repeat sapiens) [Taxld: 9606]}
3B |Smp_018430 | Peptidase S24/S26A/S26B/S26C Maltose binding protein -
3B |Smp_018440 | NA NA
Phosphatidylinositol 3-/4-kinase, Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha
38 |Smp_018460 catalytic domain (E.C.2.7.1.67)
3B |Smp_337780 | Coiled-coil alpha-helical rod protein 1 | HCR
3B |Smp_018500 Carbohydrate kinase, thermoresistant Gluconate kinase {Escherichia coli [Taxld: 562]}
glucokinase
3B |Smp_132300 | Kinesin motor domain Kinesin {Neurospora crassa [Taxld: 5141]}
3B |Smp_337050 380.41
3B |Smp_325920 | Ribosomal protein L15, conserved site | Ribosomal protein L8, putative, Uncharacterized
3B |Smp_018530 Nascent ponpephdg—assouated Ribosomal protein L8, uL3, uL4
complex NAC domain
3B |Smp_132320 | Cadherin-like Protocadherin-15
3B | Smp_018550| NA SWI5-dependent HO expression protein 3
3B |Smp_132330|Small GTPase Rab30 {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3B |Smp_018570| G protein pathway suppressor 2 G_path_suppress
3B |Smp_018580 | WD40 repeat Pectate_lyase22
L Trans-acting T-cell-specific transcription factor
3B |Smp_018590 | Zinc finger, GATA-type GATA-3/DNA
3B |Smp_132340|NA NA
3B |Smp_018610 | Mediator complex, subunit Med7 Med?7
3B |Smp_018620 | Peptidase M41 AFG3-like protein 2 (E.C.3.4.24.-), Substrate
3B |Smp_132350 | CCAAT-binding factor 60S ribosomal protein L13-A, 60S
38 | Smp_132360 | NA ?ctmty-regulated cytoskeleton associated protein
. Rap2 interacting protein X (RUFY3) {Mouse (Mus
38 | Smp_018640| RUN domain musculus) [Taxld: 10090]}
. Tyrosine-protein phosphatase, non-receptor type
3B | Smp_246950| PTP type protein phosphatase 13 (PTPL1) {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3B |[Smp_132390 | NA NA
. D-
3B |[Smp_018680 Isocitrate dehydrogenase NA Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit 1
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G protein-coupled receptor,

Lysozyme,Proteinase-activated receptor 2,Soluble

3B |Smp_132410 rhodopsin-like cytochrome b562,Proteinase-activated
Uncharacterized WD repeat-containing protein
3B |[Smp_018710| WD40 repeat CAF10.18
3B | Smp_335830 | Armadillo-type fold RTTN_N
38 | Smp_018760 | Glycoside hydrolase family 31 TcPrr(;)r':]eln disulfide-isomerase (E.C.5.3.4.1), Peptide
Tetratricopeptide-like helical domain | O-GIcNAc transferase p110 subunit, OGT {Human
B 4264
3 Smp_342640 superfamily (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3B | Smp_018790 | PPM-type phosphatase domain Probable protein phosphatase 2C 50
3B |Smp_132450|BTB/POZ domain No mechanoreceptor potential C isoform
Tetratricopeptide-like helical domain | O-GIcNAc transferase p110 subunit, OGT {Human
B 2
3 Smp_325960 superfamily (Homo sapiens) [Taxld: 96061}
3B | Smp_204880| NA DUF4999
3B | Smp_335840| NA NA
3B |Smp_347080 | lon transport domain nNVTRPM2 channel
Archaeal homoheptameric Sm protein {Archaeon
3B |Smp_331920 | LSM domain, eukaryotic/archaea-type | Methanobacterium thermoautotrophicum [Taxld:
1452621}
3B |Smp_094140 | MCM domain DNA replication licensing factor MCM2
. . . Homeotic bicoid protein {Fruit fly (Drosophila
3B |Smp_308310 | Helix-turn-helix motif melanogaster) [Taxid: 72271}
3B |[Smp_325970| NA NA
3B | Smp_126200 | Nitrogen permease regulator 2 GATOR complex protein NPRL2, GATOR
Exosome complex RNA-binding protein 1, ECR1
B 7540 | NA
3 Smp_007540 {Archaeoglobus fulgidus [Taxld: 2234]}
Peptidase M1, alanine
3B | Smp_007550 | aminopeptidase/leukotriene A4 MGC78867 protein (E.C.3.3.2.6)
hydrolase
3B |[Smp_126210| NA NA
3B |[Smp_007570| NA NA
3B [Smp_126220| NA NA
3B |[Smp_126230|NA NA
- . Twitchin, kinase domain {California sea hare
3B | Smp_126240 Protein kinase domain (Aplysia californica), twk43 [TaxId: 6500]}
38 | Smp._336670 Tetratrlco.peptlde-llke helical domain | N-terminal acetyltransferase-like protein, Naal0,
superfamily HypK
GTP-binding protein RheB {Human (Homo sapiens)
3B |Smp_179910 | Small GTPase [Taxid: 9606]}
3B | Smp_162520 | Cadherin-like EP-cadherin, ectodomain
38 |Smp_074770 P.roteln KTI112/L-seryl-tRNA(Sec) KTI12
kinase
3B | Smp_074780 | Ribosomal protein S13 30S ribosomal protein S2, 30S
3B |Smp_162540 | Tektin Tektin
3B |Smp_162550 | Cadherin-like Protocadherin-15
3B |Smp_337640 | NA NA
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Tubulin-tyrosine ligase/Tubulin

3B |[Smp_074830 polyglutamylase Tubulin polyglutamylase TTLL7 (E.C.6.-.-.-)
38 | smp_162600 | U3 SMall nucleolar RNA-associated | ¢ i nal protein S1-A, 405
protein 10
L Hypothetical protein PH1602 {Archaeon
3B | Smp_074870  tRNA-splicing ligase, RtcB Pyrococcus horikoshii [Taxld: 53953]}
3B |Smp_074880 | NA Tim17
. Docking protein 1, Dok1 {Mouse (Mus musculus)
B 74 IRS- PTB
3 Smp_074900 | IRS-type domain [Taxid: 10090]}
3B | Smp_162610 | Cadherin-like Protocadherin-15
3B |Smp_162620 | rRNA adenine dimethylase-like SAVED domain-containing protein/RNA Complex
. . human DHHC20 palmitoyltransferase
3B | Smp_074930 | Palmitoyltransferase, DHHC domain (E.C.2.3.1.225)
Uncharacterized protein TM1040_2492
B 74940 | Alph h lase fold- —
38 | Smp_074940 | Alpha/beta hydrolase fold-3 {Silicibacter sp. tm1040 [Taxld: 292414]}
. RWD domain-containing protein 2 {Human (Homo
B 74 RWD
3 Smp_074950 domain sapiens) [Taxld: 9606]}
3B |[Smp_162630 léllblqumn/SUMO—actlvatmg ehzyme Ubiquitin-activating enzyme E1 1, Ubal
3B |Smp_162640| NA DUF2798
Regulator of chromosome
3B |Smp_075000 | condensation 1/beta-lactamase- NA
inhibitor protein Il
Regulator of chromosome Regulator of chromosome condensation RCC1
38 |Smp_074990 condensation, RCC1 {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3B |[Smp_162650 | Anoctamin Anoctamin
38 | Smp_075030 | Ankyrin repeat Myotrophin {Rat (Rattus norvegicus) [Taxld:
10116]}
Uncharacterised protein family
3B | Smp_075040 UPFO538 DUF2340
3B |Smp_162660 | Carbon-nitrogen hydrolase Glutamine-dependent NAD(+) synthetase
(E.C.6.3.5.1)
3B |Smp_075060 | Carbon-nitrogen hydrolase Glutamine-dependent NAD(+) synthetase
(E.C.6.3.5.1)
3B |Smp_337650 | Sperm-associated antigen 17 PapD-like
3B |Smp_162680 | Epithelial sodium channel Acid-sensing ion channel 1, Pi-theraphotoxin-Pcla
3B |Smp_075110 | Cell cycle checkpoint protein, Radl Radl
38 | Smp_075120 Purl.ne-rlch element binding protein PUrA
family
. . betal-subunit of the signal-transducing G protein
38 |Smp_075130 G-protein, beta subunit heterotrimer {Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
3B | Smp_075140 | Mitochondria-eating protein MIEAP
. . Aurora-related kinase 1 (aurora-2) {Human (Homo
B 16271
3 Smp_162710 | Protein kinase domain sapiens) [Taxld: 9606]}
3B |Smp_333540 | Nucleic acid-binding, OB-fold CDC24_08B3
3B | Smp_346300| NA HOOK
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P-loop containing nucleoside

3B |Smp_174780 triphosphate hydrolase Intraflagellar transport protein 22
3B |Smp_202010 | NA NA
3B |Smp_174800 | Zinc finger C2H2-type Zinc finger protein 568/DNA Complex
38 | Smp_174810 Sypgromde d|§mutase, copper/zinc Cu,Zp superoxide dlsmutase, SOD {Blood fluke
binding domain (Schistosoma mansoni) [Taxld: 6183]}
Superoxide dismutase, copper/zinc Cu,Zn superoxide dismutase, SOD {Blood fluke
B
3 Smp_035980 binding domain (Schistosoma mansoni) [Taxld: 6183]}
3B | Smp. 346310 | Protein kinase domain Pkb kinase (Akt-2) {Human (Homo sapiens) [TaxId:
96061}
3AB | Smp_096000 | NA NUCLEAR PORE COMPLEX PROTEIN NUP155
3AB | Smp_096010 Heat thOCk protein Dnal, cysteine-rich Putative chaperone Dnal
domain
3AB | Smp_096020 | Adenosylhomocysteinase-like adenosylhomocysteinase (E.C.3.3.1.1)
. Polycomb protein, Pc {Fruit fly (Drosophila
3AB | Smp_346320 | Chromo/chromo shadow domain melanogaster) [Taxid: 7227]}
3AB | Smp_174850 | NA Ragulator complex protein LAMTORS3, Ragulator
3AB | Smp_096050 | NA DNA polymerase Ill subunit alpha
3AB | Smp_325990 | NA NA
3AB | Smp_212410| Cyclic nucleotide-binding domain Potassium/sodium hyperpolarization-activated
cyclic nucleotide-gated channel
3AB | Smp_078780 | Amidohydrolase-related DIHYDROPYRIMIDINASE-RELATED PROTEIN 5
. Dnal chaperone, N-terminal (J) domain
3AB | Smp_078800 | DnaJ domain {Escherichia coli [Taxld: 562]}
. . . Engrailed Homeodomain {Drosophila
3AB | Smp_326000 | Helix-turn-helix motif melanogaster [Taxid: 7227]}
3AB | Smp_326010 | NA NA
3AB | Smp_345520 | Poly A polymerase, head domain A fulgidus CCA-adding enzyme (E.C.2.7.7.72)
3AB | Smp_145890 | Thrombospondin type-1 (TSP1) repeat | PROPERDIN
3AB | Smp_197390 | Peptidase M12B, ADAM/reprolysin D|S|nt§gr|n and metalloprotemase domain-
containing protein
3AB | Smp_ 145910 | NA z;otem-tyrosme sulfotransferase 2 (E.C.2.8.2.20),
P in- i If f 1(E.C.2.8.2.2
3AB | Smp_308350 | Protein-tyrosine sulfotransferase g;:freil: tyrosine sulfotransferase 1 (.C.2.8.2.20),
P in- i If f 1(E.C.2.8.2.2
3AB | Smp_305920 | Protein-tyrosine sulfotransferase rote'ln tyrosine sulfotransferase 1 (E.C.2.8.2.20),
gastrin
. . . . ADP,ATP carrier protein {Cow (Bos taurus), heart
B 1
3AB | Smp_044160 | Mitochondrial carrier protein isoform 1 [Taxld: 99131}
3AB | Smp_145930 | Hemopexin-like domain Interstitial collagenase (E.C.3.4.24.7)
3AB | Smp_343900 | NA NA
3AB | Smp_246600 p'53—‘l|ke transcription factor, DNA- Lin-12 and glp-1 phenotype protein
binding
3AB | Smp_145980 | Sodium Neutral amino acid transporter B(0)
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ClpA, an Hsp100 chaperone, AAA+ modules

3AB | Smp_145990 | ClpA/B family {Escherichia coli [Taxld: 562]}
3AB | Smp_044250 | /ABL/MPN/MOV34 metalloenzyme | o 0 o ) 511114, Rset, Cust
domain
3AB | Smp_146000 | Small lysine-rich protein 1 NA
3AB | Smp_044260 | Autophagy-related protein 3 Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG10
(E.C.6.3.2.-)
3AB | Smp_267300 | NA NA
. Thiolase {Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae)
3AB | Smp_267310 | Thiolase [Taxld: 4932]}
3AB | Smp_208080 | Golgin subfamily A member 7/ERF4 Erfd
3AB | Smp_326040 Up-regulated.durmg skeletal muscle ATP_synth_reg
growth protein 5
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB
3AB | Smp_129340 | WD40 repeat subunit alpha {Mouse (Mus musculus) [TaxId:
100901}
3AB | Smp_013300| Yipl domain YIF1
3AB | Smp_246610 | Small GTPase Rad {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3AB | Smp_129360 | Cyclin, N-terminal Cell division protein kinase 4
3AB | Smp_342430 | NA NA
3AB | Smp_129380 | BTB/POZ domain Voltage-gated potassium channel subunit beta-2
3AB | Smp_013360 | RNA recognition motif domain U1 small nuclear ribonucleoprotein A
3AB | Smp_013370 | Tetraspanin Tetraspanin
3AB | Smp_ 347820 Vacuqlar protein sc?rtlng-assc')uated Putatl‘ve vacuolar protein sorting-associated
protein 13, N-terminal domain protein
3AB | Smp_129410| NA NUCLEAR PORE COMPLEX PROTEIN NUP155
3AB | Smp_129420 | Ribosomal protein 511 Egbztﬁomal protein S11 {Escherichia coli [Taxld:
I Myocyte enhancer factor Mef2a core {Human
AB 1294 T f MADS-
3 Smp_129430 | Transcription factor, S-box (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_013440 | Zinc/iron permease Zip
Phosphatidic acid phosphatase type .
3AB | Smp_129450 2/haloperoxidase Phosphatidylglycerophosphatase B (E.C.3.1.3.27)
3AB | Smp_013460 | SCAMP SCAMP
3AB | Smp_013470 | Ribosomal protein S5 uS2, eS1, uS5, uS3, eS4
3AB | Smp_246650 | Cadherin-like superfamily DAG1
3AB | Smp_246660 | Homeobox domain LIM domain-binding protein 1, LIM/homeobox
3AB | Smp_013520 | Nuclear cap-binding protein subunit 3 | NCBP3
3AB | Smp_129500 | RNA polymerase, alpha subunit DNA-DIRECTED RNA POLYMERASES |, Il
3AB | Smp_013540 | Tyrosinase copper-binding domain >,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid oxidase
(E.C.1.14.18.-)
3AB | Smp_129510 | Metallo-dependent phosphatase-like | Metallophosphoesterase MPPED2 (E.C.3.1.-.-)
L Erythroid transcription factor GATA-1 {Emericella
3AB | Smp_311970 | Zinc finger, GATA-type nidulans [Taxid: 162425]}
3AB | Smp_129520| NA DASH_Spc34




Annexe 6

Homeotic bicoid protein {Fruit fly (Drosophila

3AB | Smp_013600 | Homeobox domain melanogaster) [Taxld: 72271}
Uncharacterised protein family
3AB | Smp_013610 UPFO564 UPF0564
3AB | Smp_347790 | Cadherin-like Protocadherin-15
3AB | Smp_326080 :\iﬁaejorfacmtator, sugar transporter- Folate_carrier
3AB | Smp_ 326090 :\iﬁaejorfacmtator, sugar transporter- Sugar tr
3AB | Smp_070680 Repres.?or. of RNA polymerase Il Repressor of RNA polymerase Il
transcription Mafl
Tetratricopeptide-like helical domain | ANAPHASE-PROMOTING COMPLEX SUBUNIT 1,
SAB |Smp_336680 | o tamily ANAPHASE-PROMOTING
3AB | Smp_246570 ;\i/lnagt:rn/ULC-llke, C2H2-type zinc RNA binding protein ZFa
3AB | Smp_070710 | Polyprenyl synthetase farnesyl pyrophosphate synthase (E.C.2.5.1.10)
Actin-depolymerising factor homology | Adf-H domain of twinfilin isoform-1 {Mouse (Mus
AB 42
3 Smp_308420 domain musculus) [Taxld: 10090]}
3AB | Smp_160590 | NA NA
3AB | Smp_070760 | YEATS Protein AF-9 homolog
3AB | Smp_070770 Ubiquitin-fold modifier-conjugating Ufml—conjugatlng enzyme 1, UFC1 {Human (Homo
enzyme 1 sapiens) [Taxld: 9606]}
Uridine diphosphogalactose-4-epimerase (UDP-
3AB | Smp_070780 | UDP-glucose 4-epimerase galactose 4-epimerase) {Escherichia coli [Taxld:
562]}
3AB | Smp_160600 | THO complex, subunit THOC1 efThocl
Pyridoxal phosphate homeostasis Hypothetical protein ybl036¢ {Baker's yeast
AB
3 Smp_333550 protein (Saccharomyces cerevisiae) [TaxId: 4932]}
Rho GTPase-activating protein p50 RhoGAP domain {Human (Homo sapiens)
3AB | Smp_160610 domain [TaxId: 96061}
3AB | Smp_326120| NA NA
S . Death-associated protein kinase, Dap {Human
AB 1814 P k
3 Smp_181490 | Protein kinase domain (Homo sapiens) [Taxid: 9606]}
3AB | Smp_186670 | Aspartate carbamoyltransferase Human Carbamoyl Phosphate Synthetase |
3AB | Smp_181480 | tRNA (uracil-O(2)-)-methyltransferase | AdoMet_MTase
3AB | Smp_106130 | Chaperone DnaK HSP70
3AB | Smp_181470 | Bax inhibitor 1-related Herpes LMP1
. Kchipl, Kv4 potassium channel-interacting protein
3AB | Smp_106110 | EF-hand domain {Rat (Rattus norvegicus) [Taxld: 10116]}
3AB | Smp_181460 | EF-hand domain pair DUF4205
DH-ubiqui ; ;
3AB | Smp__335280 | NAD(P)-binding domain superfamily | ' \PH-ubiquinone oxidoreductase chain 3
(E.C.1.6.5.3)
3AB | Smp_181450 | NA CCDC66
3AB | Smp_326130 | Svp26/Tex261 Erv26
3AB | Smp_106080 | NAD(P)-binding domain :\'EACD T':ks"‘;‘)"m”e oxidoreductase chain 3
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Dual specificity phosphatase, catalytic | Proline directed phosphatase CDC14b2 {Human
3AB | Smp_181440 domain (Homo sapiens) [Taxld: 96061}
. ADP,ATP carrier protein {Cow (Bos taurus), heart
3AB | Smp_106060 | EF-hand domain isoform t1 [Taxld: 99131}
. . spliceosomal protein U5-15Kd {Human (Homo
3AB | Smp_106050 | Dim1 family sapiens) [Taxid: 9606]}
3AB | Smp._ 246560 | GIY-VIG endonuclease Structure—spec!f!c endonuclease subunit SLX1,
Structure-specific
3AB |Smp_181410|NA NA
Mitogen activated protein kinase kinase 5,
3AB | Smp_106010  NA Map2k5 {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_181390 | CREB3 regulatory factor Zta transcription factor/DNA Complex
3AB | Smp_ 213040 265 Proteasome r.10n-ATPase Probable 26S proteasome regulatory subunit
regulatory subunit 9
3AB | Smp_213050 | NA ComS
3AB | Smp_105970 | NA NUCLEAR PORE COMPLEX PROTEIN NUP155
3AB | Smp_105960 | SANT/Myb domain Zuotin
3AB | Smp_105950 | Armadillo beta-Catenin {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
3AB | Smp_308440 | NA NA
3AB | Smp_105930 | S1 domain ribosome, ribosome biogenesis, rRNA
3AB | Smp_105910 | Zinc finger, TAZ-type Histone acetyltransferase p300 (E.C.2.3.1.48), p53
3AB | Smp_246550 | I/LWEQ domain ENTH DOMAIN OF EPSIN ENT1
3AB | Smp_105860 3';:2??3(:’“% protein SKIP, SNW Pre-mRNA-processing-splicing factor 8, 116 kDa
3AB | Smp_246540 | Peptidase M14, carboxypeptidase A | METALLO-CARBOXYPEPTIDASE
L Immediate early protein, IEEHV {Equine
3AB | Smp_246530 | Zinc finger, RING-type herpesvirus 1 [Taxid: 10326]}
3AB | Smp_308470 | SEA domain SEA
3AB | Smp_308480 | SEA domain SEA
3AB | Smp_308490 | SEA domain Transmembrane protease (E.C.3.4.21.-)
Ribosomal protein L1, 3-layer - . . .
3AB | Smp_347300 alpha/beta-sandwich Periodic tryptophan protein 2-like protein
3AB | Smp_181290 | Ribosomal protein L28/1L24 28S ribosomal protein S2, mitochondrial
. Cysteine rich protein C (HcpC) {Helicobacter pylori
B 2 2 1-
3AB | Smp_246520 | Sell-like repeat [Taxid: 210]}
Cysteine rich protein B (HcpB) {Helicobacter pylori
3AB | Smp_326150 | NA [Taxid: 210]}
3AB | Smp_341430 | NA NA
3AB | Smp_085080 | NA cAMP-dependent protein kinase type ll-alpha
Trafficking protein particle complex Sedlin (SEDL) {Mouse (Mus musculus) [TaxId:
3AB |Smp_168330 | ¢ 1 init 2 10090]}
3AB | Smp_085110 | Amidohydrolase-related DIHYDROPYRIMIDINASE-RELATED PROTEIN 5
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REST corepressor 1, CoREST {Human (Homo

3AB | Smp_168340 | SANT/Myb domain sapiens) [Taxld: 9606]}
. Suppressor of G2 allele of skpl homolog, gstl
3AB | Smp_168350 | CS domain {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3AB | Smp_010160 | CS domain SGS
3AB |Smp_347810 | NA RabGAP/TBC protein
3AB | Smp_010140 | G-patch domain G-patch
3AB | Smp_210480 | Peptidase M24 AMINOPEPTIDASE P Il (E.C.3.4.11.9)
3AB | Smp_333560 | Beta-N-acetylglucosaminidase Protein O-GIcNAcase (E.C.3.2.1.169,3.2.1.-)
IE1B protein (ORF K3), N-terminal domain
3AB | Smp_010110| Zinc finger, RING-CH-type {Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus, KSHV,
HHVS8 [Taxld: 37296]}
3AB | Smp_010100 | Lipoyl synthase Lipoyl synthase (E.C.2.8.1.8)
3AB | Smp_010090 | Snf7 family Charged multivesicular body protein 3
3AB | Smp_167880 | SprT-like SprT-like domain-containing protein Spartan
3AB | Smp_326160 | NA NA
CCR4-NOT transcription complex GENERAL NEGATIVE REGULATOR OF
3AB | Smp_210680 | ¢ 1 init 9 TRANSCRIPTION
3AB | Smp_212540|ST7 ST7
3AB | Smp_316690 Cysteine a.\lpha—ha|rp|n motif CHCH
superfamily
. Galpha interacting protein, GalP {Human (Homo
AB 127520 | PDZ
3 Smp_127520 domain sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_335850 CDK5.reguIatory subunit-associated DUE773
protein 3
3AB | Smo 210070 Domain of unknown function DUF3677
i DUF3677
3AB | Smp_246450 CDK5‘reguIatory subunit-associated DUF773
- protein 3
. T Myosin S1, motor domain {Bay scallop
3AB | Smp_243720 | IQ motif, EF-hand binding site (Aequipecten irradians) [Taxid: 31199}
3AB | Smp_127500 | NA NA
. . MITOCHONDRIAL IMPORT INNER MEMBRANE
3AB | Smp_335300 | Tim10-like TRANSLOCASE
3AB | Smp_009990 | Receptor L-domain Insulin receptor (E.C.2.7.10.1), Insulin
. Histone-lysine N-methyltransferase 2E
3AB | Smp_210660 | SET domain (E.C.2.1.1.43)
3AB | Smp_192010 | NA ?ctmty-regulated cytoskeleton associated protein
3AB | Smp_210670 | LIS1 homology motif Vacuolar import and degradation protein
3AB | Smp_127490 | Helicase, C-terminal BLOOM'S SYNDROME HELICASE (E.C.3.6.4.12)
3AB | Smp_127480 | von Willebrand factor, type A VWA_3
3AB | Smp_127470 | NA NA
3AB | Smp_127460 | |"anslin-associated factor X- TSNAXIPL_N
interacting protein 1, N-terminal
3AB | Smp_013040 | Aspartic peptidase Al family Pepsin(ogen) {Pig (Sus scrofa) [TaxId: 9823]}
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Aspartic peptidase domain

Plasmepsin (a hemoglobin-degrading enzyme)

3AB | Smp_326170 superfamily {Plasmodium vivax [Taxld: 5855]}
3AB | Smp_326180 | NA NA
siRNA-mediated silencing protein
3AB |Smp_129160 NRDE-2 NRDE-2
3AB | Smp_013050 | TLDc domain TLD
. . SMAD MH1 domain {Human (Homo sapiens)
3AB | Smp_013060 | SMAD domain, Dwarfin-type [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_326190 | NA NA
. Hepatocyte nuclear factor 6 {Mouse (Mus
AB 13070 |H
3 Smp_013070 | Homeobox domain musculus) [Taxld: 10090]}
3AB | Smp_013080 | IQ motif, EF-hand binding site Vacuolar protein sorting-associated protein 4
L . Cyclin-dependent PK, CDK6 {Human (Homo
AB 2437 Protein k
3 Smp_243700 | Protein kinase domain sapiens) [Taxld: 9606]}
. Methyltransferase 10 domain containing protein
3AB | Smp_308550 | METTL16/RImF family METT10D {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_129130 | Helicase, C-terminal ATP-dependent DNA helicase Q5 (E.C.3.6.4.12)
3AB | Smp_129120 | Leucine-rich repeat BURRH
3AB | Smp_129110 | Fanconi-associated nuclease 1-like ;alnio;)l—assouated nuclease 1(E.C.3.1.21-,
3AB | Smp_012980 Eukaryo.tlc translation initiation factor elF3_subunit
3 subunitJ
3AB | Smp_308590 Z/'Oyr:gi‘:ma”n'l'ke phosphatase MYOTUBULARIN-RELATED PROTEIN 6 (E.C.3.1.3.-)
N Myotubularin-related protein 2, C-terminal
AB FYVE f
3 Smp_308600 zinc finger domain {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_243690 Cytoplasm'lc polyadeny{latlon ' Cytop'lasmlc polyadenylation element-binding
element-binding protein, ZZ domain protein 1
3AB | Smp_026390 | Zinc finger, AN1-type RIKEN cDNA 2310008M20 protein
3AB | Smp_136400 Cytochrome b561/ferric reductase Cytochrome b reductase 1 (E.C.1.-.-.-)
transmembrane
3AB | Smp_246440 | Immunoglobulin-like fold PapD-like
3AB | Smp_026340 | XRN2-binding (XTBD) domain )5-3 EXORIBONUCLEASE 2 HOMOLOG (E.C.3.1.13.-
3AB | Smp_026320 Med|a'For complex, subunit Med25, Med25_VWA
von Willebrand factor type A
3AB | Smp_332420 | GroES-like superfamily Trans-2-enoyl-CoA reductase (E.C.1.3.1.38)
3AB | Smp_308630 | GroES-like superfamily Trans-2-enoyl-CoA reductase (E.C.1.3.1.38)
3AB | Smp_026300 | rRNA biogenesis protein RRP36 RRP36
3AB | Smp_136360 | Metallo-beta-lactamase SGC - Diamond 104-1 fragment
3AB | Smp_026280 | NA NRBF2
N Zinc finger protein 297b {Human (Homo sapiens)
3AB | Smp_026270 | Zinc finger C2H2-type [Taxid: 9606]}
i 2 2
3AB | Smp_136350 | Ribonuclease P/MRP protein subunit RNase P protein component 2, Rnp2 {Pyrococcus

horikoshii [Taxld: 53953]}
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V(D)J recombination activating protein 1 (RAG1),

3AB | Smp_026260 | Zinc finger, RING-type dimerization domain {Mouse (Mus musculus)
[TaxId: 10090]}

3AB | Smp_026250 Ij;c)rear:cr;(r::igl)yeptide—like helical domain ;Jcneik;?trraacr;c:fgi:geprotein, Peptide alpha-N-

3AB | Smp_343040 | NA FAM184
Snake coagglutinin alpha chain {Habu snake

3AB | Smp_026230 | NA (Trimeresurus flavoviridis), flavocetin-A [TaxId:
88087]}

3AB | Smp_246430 | Sterile alpha motif domain ?Eézt?;tlo.;-.t:;e tyrosine-protein phosphatase delta

3AB | Smp_092810 | TMEM33/Pom33 family UPF0121

3AB | Smp_308680 :l:gzer::c Igl;c;;phatase 2A regulatory Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa

3AB | Smp_335460 | NA NA

Protein phosphatase 2A regulator

3AB | Smp_308690 | |0 FF)’RSSp guatory I na

3AB | Smp_335470 | NA NA

3AB | Smp_335480 | NA NA

3AB | Smp_308700 Protei.n phosphatase 2A regulatory Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa

subunit PR55

3AB | Smp_335490 | NA NA

3AB |Smp_326220 | NA NA

3AB | Smp_335500 | NA DUF4183

3AB | Smp_326230| NA NA

3AB | Smp_335510 | NA NA

3AB | Smp_344300 | NA NA

3AB | Smp_150230 | Cation efflux protein Cation efflux family protein

3AB | Smp_052390 | Origin recognition complex, subunit 5 | Orc2, Orc3, Orc5, Orcl, Orc6

3AB | Smp_150220 | PTP type protein phosphatase :Lc::zzzlr;;csy;r[c_)rs;)rzlz:p;]cc))ggg]a}tase alpha {Mouse (Mus

3AB | Smp_150210 | Zinc finger, RING-type U1 SNP1-associating protein 1, Degradation

3AB | Smp_150200 | Glycosyltransferase, ALG3 ALG3

3AB | Smp_052350 | Zinc finger, RanBP2-type UBIQUITIN THIOESTERASE ZRANB1 (E.C.3.4.19.12)

3AB | Smp_052330 | Glycosyl transferase, family 1 DNA alpha-glucosyltransferase (E.C.2.4.1.26)

3AB | Smp_150180 Shgzjootssl?r;-clti)kueplw receptor, Chimera of Proteinase-activated receptor 1

3AB | Smp_084380 | Metallo-beta-lactamase Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3

3AB | Smp_167920 | Ubinuclein-2 UBN_AB

3AB | Smp_084400 gll;:a{iiRA C-terminal to LisH motif Vacuolar import and degradation protein

3AB | Smp_007510 | Protein kinase domain fl—?clalr:glf(;(:)?ef;:))t[%nxlkt;?gz%;i}CDK7 {Human

3AB | Smp_007500 | Golgi phosphoprotein 3-like Sacl, Vps74
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Peptidase C12, ubiquitin carboxyl-

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase UCH-I3

3AB | Smp_168800 terminal hydrolase {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_085790 | NA NA
3AB | Smp_197540 Lipocalin-interacting membrane LMBR1
receptor
3AB | Smp_326250 | NA 30S ribosomal protein S2, 30S
3AB | Smp_085780 | Ribosomal protein L10P 28S ribosomal protein S2, mitochondrial
3AB | Smp_168780 | NA NA
3AB | Smp_168770 Mitochondrial import inner o Pam16
- membrane translocase subunit Tim16
3AB | Smp_085750 | Zinc finger protein NOA36 NOA36
3AB | Smp_085740 | SH3 domain Cytoglasmlc FMR1-interacting protein 1, Nck-
associated
3AB | Smp_ 076650 Calcium releas‘e—actlvated calcium Orai-1
channel protein
3AB | Smp_168760 | Flavin amine oxidase ferredoxin reductase (E.C.1.18.1.2)
3AB | Smp_131600 | Cadherin-like Protocadherin-15
3AB | Smp_087550 | NA Cytochrome c oxidase subunit 1
3AB | Smp_087560 Dynein regullatory complex protein NYD-SP28
1/2, N-terminal
. ) Smad4 tumor suppressor C-terminal domain
AB 1697 MAD D fin-
3 Smp_169780 5 domain, Dwarfin-type {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_087580 | BRO1 domain Crystal Structure of ALIX/AIP1 in
. DNA TOPOISOMERASE 3-ALPHA (E.C.5.99.1.2),
3AB | Smp_243670 | DNA topoisomerase, type IA RECQ-MEDIATED
3AB | Smp_243660 ggla- and flagella-associated protein NA
3AB | Smp_087620 | BRO1 domain Crystal Structure of ALIX/AIP1 in
3AB | Smp_169800 | Citron homology (CNH) domain Rho guanyl nucleotide exchange factor
3AB | Smp_169820 Gamma-tubulm complex component Gamma-tubulin complex component 6
protein
3AB | Smp_345930 | NA HNH_5
3AB | Smp_326270| NA NA
Uncharacterised protein family Hypothetical protein TM0723 {Thermotoga
3AB | Smp_210720 ;5c 047 maritima [Taxid: 2336]}
3AB | Smp_213030 | XPG/Rad2 endonuclease Flap endonuclease GEN homolog 1/DNA
s Metalloproteinase inhibitor 1, Stromelysin-2
3AB | Smp_087690 | Protease inhibitor 135 (TIMP) (E.C.3.4.24.22)
Photosystem | iron-sulfur protein PsaC
B 1562
3AB | Smp_156250/ NA {Synechococcus elongatus [Taxld: 32046]}
von Willebrand factor binding domain of
3AB | Smp_063230 | Leucine-rich repeat glycoprotein Ib alpha {Human (Homo sapiens)
[TaxId: 96061}
3AB | Smp_156270 | Perl-like Perl
3AB | Smp_156280 | Hyccin Phosphatidylinositol 4-kinase Ill alpha (PI4KA)
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Ubiquinol-cytochrome c chaperone,

3AB | Smp_063250 CBP3 Ubiquinol-cytochrome C chaperone
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB
3AB | Smp_063260 | FYVE zinc finger subunit alpha {Mouse (Mus musculus) [Taxld:
100901}
3AB | Smp_156290 | ARID DNA-binding domain Lysine-specific demethylase 5A (E.C.1.14.11.-)
3AB | Smp_156300 | WD40 repeat Tubulin beta, Tubulin alpha, PACRG
3AB | Smp_063300 | Ribosomal protein L36e Protein translation inhibitor, complex, ribosome
3AB | Smp_156310 | NA NA
3AB | Smp_333570 | Sodium Sod.lum—dependent serotonin transporter, 8B6
antibody
3AB | Smp_063330 | NA NA
Phosphoserine phosphatase, domain | Phosphoserine phosphatase {Human (Homo
AB 4
3 Smp_340980 2 sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_063350 | Ribosomal protein L27e ulL2, ul3, ul4, ulL18, elL6
3AB | Smp_308750 | NA NA
3AB | Smp_308760 | NA VASODILATOR-STIMULATED PHOSPHOPROTEIN
3AB | Smp_326300 | NA NA
. Phosphoserine phosphatase {Human (Homo
3AB | Smp_063380 | HAD superfamily sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_063390 | 4 Phosphopantetheinyltransferase | o 0o)5 ¢ ¢ 15131
domain
3AB | Smp_156340 | NA NA
Actin interacting protein 1 {Nematode
AB 1 WD4
3 Smp_156350 O repeat (Caenorhabditis elegans) [Taxld: 6239]}
3AB | Smp_063420 | Chaperonin TCP-1, conserved site T-COMPLEX PROTEIN 1 SUBUNIT ALPHA
3AB | Smp_241400 | Pyruvate kinase Pyruvate kinase (E.C.2.7.1.40)
. Antennapedia Homeodomain {Drosophila
3AB | Smp_214390 | Homeobox domain melanogaster [Taxid: 7227]}
3AB | Smp_156370 | NA CCDC144C
3AB | Smp_156390 | Ras-associating (RA) domain Growth factor receptor-bound protein 14
3AB | Smp_243680 | AAA ATPase domain HslU {Haemophilus influenzae [Taxld: 727]}
Deltex protein 2 RING-H2 domain {Mouse (Mus
3AB | Smp_063500  NA musculus) [Taxld: 100901}
Myc-type, basic helix-loop-helix Mad protein {Human (Homo sapiens) [Taxld:
AB 2134
3AB | Smp_0213401 1 1) domain 9606]}
3AB | Smp_326360 0.34
3AB | Smp_123440 | FAD dependent oxidoreductase D-amino-acid oxidase (E.C.1.4.3.3)
3AB | Smp_123450 | Nucleoporin Nup88 Nup88
3AB | Smp_123460 | NA Peptidyl-tRNA hydrolase {Escherichia coli [Taxld:
562]}
. o - Pyruvate dehydrogenase E1-beta, PdhB, N-
3AB | Smp_002510 '(Ij':)arzzli(stolase like, pyrimidine-binding terminal domain {Bacillus stearothermophilus
[Taxld: 1422]}
3AB | Smp_123470 | Leucine-rich repeat Rnalp (RanGAP1), N-terminal domain {Fission

yeast (Schizosaccharomyces pombe) [Taxld: 4896]}
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Death-associated protein kinase, Dap {Human

3AB | Smp_123480 | Protein kinase domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
Nicotinamide mononucleotide (NMN)
3AB | Smp_123490 | Cytidyltransferase-like domain adenylyltransferase {Human (Homo sapiens)
[Taxld: 9606]}
. . . RNA-binding protein 8 {Fruit fly (Drosophila
3AB | Smp_002550 | RNA recognition motif domain melanogaster) [Taxid: 7227]}
3AB | Smp_123500 | Helicase, C-terminal DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 37/RNA
3AB | Smp_123510| Vps16, C-terminal Vpsle _C
. . rRNA (Uracil-5-)-methyltransferase RumaA,
3AB | Smp_123520 | (Uracil-5)-methyltransferase family catalytic domain {Escherichia coli [Taxid: 562]}
tRNA/rRNA methyltransferase, SpoU | RNA 2'-O-RIBOSE
3AB |Smp_123530, METHYLTRANSFERASE(E.C.2.1.1.-)
3AB | Smp_002600 | Peptidase S28 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase (E.C.3.4.16.2)
. Msx-1 homeodomain {Mouse (Mus musculus)
3AB | Smp_202120 | Homeobox domain [Taxld: 10090]}
. Antennapedia Homeodomain {Drosophila
3AB | Smp_002640 | Homeobox domain melanogaster [Taxid: 7227]}
Myc-type, basic helix-loop-helix
3AB | Smp_ 123570 (bHLH) domain Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
Penicillin-binding protein 2x (pbp-2x), c-terminal
AB 12 NA
3 Smp_123590 domain {Streptococcus pneumoniae [Taxld: 1313]}
. . . SMART/HDAC1 associated repressor protein,
3AB | Smp_123600 | RNA recognition motif domain SHARP {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
L . Phosphatidylinositol 3-kinase VPS34
3AB | Smp_123610 | Protein kinase domain (E.C.2.7.1.137), Serine/threonine-protein
3AB | Smp_123620| OTU domain OTU domain-containing protein 5 (E.C.3.4.19.12)
Peptidase C19, ubiquitin carboxyl- TATA-binding protein, Transcriptional coactivator
3AB |Smp_123630 . inal hydrolase HFI1/ADA1
Arylsulfatase B (4-sulfatase) {Human (Homo
3AB | Smp_002740 | NA sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_123640 | GPCR kinase G protein-coupled receptor kinase 4
3AB | Smp_308820 | Leucine-rich repeat Myeloperoxidase (E.C.1.11.2.2)
3AB | Smp_308830 | NA NA
3AB | Smp_300810 | AAA ATPase domain Spastin (E.C.5.6.1.1), polyglutamate peptide
Zinc finger CCCH domain-containing protein
3AB | Smp_002820 | Zinc finger, CCCH-type C190rf7 (KIAA1064) {Human (Homo sapiens)
[TaxId: 9606]}
Uncharacterised protein family
3AB | Smp_002840 UPF0489 UPF0489
Histidine phosphatase superfamily, Prostatic acid phosphatase {Human (Homo
B 12
3AB | Smp_123670 clade-2 sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_002860 | NA NA
3AB | Smp_002870 | TMEM115/Pdh1/Rbl19 DER1
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ATPase, F1/V1/A1 complex,

3AB | Smp_002880 | alpha/beta subunit, nucleotide- ATP synthase alpha chain, mitochondrial
binding domain
3AB | Smp_212320 | RNA polymerase, alpha subunit DNA-directed RNA polymerase Ill subunit
3AB | Smp_347390 | Anoctamin Anoctamin-10
tRNA-splicing endonuclease, subunit | tRNA-splicing endonuclease (E.C.3.1.27.9),
3AB | Smp_123690 . 154, N-terminal NEQ261
3AB | Smp_002920 | TRAM/LAG1/CLN8 homology domain | TRAM_LAG1_CLN8
. Histone H2A {Chicken (Gallus gallus), erythrocytes
3AB | Smp_337740 | Histone H2A [Taxid: 9031]}
von Willebrand factor binding domain of
3AB | Smp_341880 | Leucine-rich repeat glycoprotein Ib alpha {Human (Homo sapiens)
[TaxId: 96061}
3AB | Smp_084520 | SRR1-like domain SRR1
3AB | Smp_084540 | Forkhead-associated (FHA) domain RNA-binding protein 5, Survival motor
3AB | Smp_165280 | WD40 repeat Transducin-like enhancer protein 1
3AB | Smp_197370 | Fibrillar collagen, C-terminal Collagen alpha-1(l) chain, Collagen alpha-2(l)
3AB | Smp_164590 | Fibrillar collagen, C-terminal Collagen alpha-1(l) chain, Collagen alpha-2(l)
3AB | Smp_078750 | Tetraspanin Tetraspanin
P-loop containing nucleoside . . )
3AB | Smp_345510 triphosphate hydrolase di-Ras2 {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3AB | Smp_078730 D|hydroorot.ate dehydrogenase, Dihydroorotate dehydrogenase (E.C.1.3.98.1)
conserved site
- . Dynein light chain 1 (DLC1) {Fruit fly (Drosophila
3AB | Smp_326390 | Dynein light chain, type 1/2 melanogaster) [Taxid: 72271}
- . Dynein light chain 1 (DLC1) {Fruit fly (Drosophila
3AB | Smp_202130 | Dynein light chain, type 1/2 melanogaster) [Taxid: 7227]}
3AB | Smp_164560 | NA NA
3AB | Smp_213150| Pop1, N-terminal Ribonucleases P/MRP protein subunit POP1
. Ubiquitin-protein ligase E3a (E6ap) {Human (Homo
3AB | Smp_168160 | HECT domain sapiens) [Taxld: 9606]}
UDP-glucose/GDP-mannose
AB 4 DP-gl -deh E.C.1.1.1.22
3 Smp_084830 dehydrogenase, N-terminal UDP-glucose 6-dehydrogenase (E.C )
3AB | Smp_197480 | Abhydrolase domain containing 18 CARBOXYLESTERASE (EST-2) (E.C.3.1.1.1)
3AB | Smp_165180 | NA NA
Tetrapyrrole biosynthesis, Uroporphyrinogen Il synthase (U3S, HemD)
B
3AB | Smp_079840 uroporphyrinogen Ill synthase {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3AB | Smp_165170 | lon transport domain nvTRPM2 channel
3AB | Smp_079810 :D/ilr:(;jTICham release factor class Probable peptide chain release factor
3AB | Smp_079800 | Rab-GTPase-TBC domain RabGAP/TBC protein
3AB | Smp_165150 | Ankyrin repeat I-kappa-B-alpha {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
3AB | Smp_079770 | Disulphide isomerase Protein disulfide-isomerase A3ERp57

(E.C.5.3.4.1)/Tapasin

Xiv




Annexe 6

B-Raf kinase {Human (Homo sapiens) [Taxld:

3AB | Smp_079760 | Protein kinase domain 9606]}
3AB | Smp_079750 | Ribosomal RNA processing protein 8 | Methyltransf_8
3AB | Smp_079740 | Cullin, N-terminal Cullin-5, RING-box protein 2
3AB | Smp_079730 | RNA recognition motif domain mRNA 3'-end-processing protein RNA14, Rnal5
Ribosomal protein/NADH NADH-ubiquinone oxidoreductase b8 subunit, Cl-
AB 7971
3 Smp_079710 dehydrogenase domain B8 {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_345590 | NA NA
3AB | Smp_331930 | NA NA
3AB | Smp_183870 | NA NA
3AB | Smp_341780 | NA NA
3AB | Smp_346730 | NA NA
3AB | Smp_185460 | NA NA
3AB | Smp_346550 | NA NA
- Ribosomal large subunit pseudouridine synthase
3AB | Smp_326400 | Pseudouridine synthase, RsuA/RIuA D, RIUD {Escherichia coli [Taxld: 5621}
Microtubule-associated protein, . L
3AB | Smp_333580 MAP65/Asel/PRCL Protein regulator of cytokinesis 1
Ras-related protein M-Ras (XRas) {Mouse (Mus
3AB | Smp_084940 | Small GTPase musculus) [Taxld: 10090]}
3AB | Smp._ 341420 Dual s'peC|f|C|ty phosphatase, catalytic | Mapk phosphatase {Human (Homo sapiens), pac-1
domain [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_168200 | F-box domain Cryptochrome-2, F-box/LRR-repeat protein 3, S-
phase
3AB | Smp_084910 | Protein FMC1 homologue Complex1_LYR_2
3AB | Smp_084900 | Initiation factor 2B-related Translation initiation factor elF-2B subunit
Type | phosphodiesterase/nucleotide
3AB | Smp_084890 | pyrophosphatase/phosphate PHOSPHONOACETATE HYDROLASE (E.C.3.11.1.2)
transferase
. PCF11 protein {Baker's yeast (Saccharomyces
AB 487 ID
3 Smp_084870| CID domain cerevisiae) [Taxld: 4932]}
3AB | Smp_084860 | Domain of unknown function DUF155 | DUF155
Calcineurin-like phosphoesterase Uncharacterized C170rf48 homolog zgc:64213
AB 16817
3 Smp_168170 domain, ApaH type {Zebrafish (Danio rerio) [Taxld: 7955]}
3AB | Smp_138210 | Alpha crystallin/Hsp20 domain SMALL HEAT SHOCK PROTEIN
. Antennapedia Homeodomain {Drosophila
3AB | Smp_347470 | Homeobox domain melanogaster [Taxid: 7227]}
3AB | Smp_138220| NA Enhancer of mRNA-decapping protein 3
3AB | Smp_138230 | DM DNA-binding domain human DmrT1/DNA Complex
3AB | Smp_029670 | NA Methyltransf_21
Zinc fi i
3AB | Smp_138240 b:f;(;:r:;ger, double-stranded RNA Pre-mRNA-processing-splicing factor 8, 116 kDa
3AB | Smp_029700 NF-k;j\ppa-B-actlvatmg protein, C- Nkap_ C
terminal
3AB | Smp_246360 | Uncharacterised domain NUC173 NUC173
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3AB | Smp_246350 | NA BAR_3
3AB | Smp_029740 Flavinator of succinate Succinate (‘:Iehydrog‘enase [ubiquinone]

dehydrogenase flavoprotein subunit
3AB | Smp_029750 | Pre-rRNA-processing protein TSR2 Pre-rRNA-processing protein TSR2, 40S ribosomal
3AB | Smp_138280 | Ribonuclease Ill domain 28S ribosomal protein S2, mitochondrial
3AB | Smp_138290 | Dynein light chain, type 1/2 DYNEIN LIGHT CHAIN 2, CYTOPLASMIC
3AB | Smp_246340 | NA Tubulin beta, Tubulin alpha, PACRG
3AB | Smp_029800 | FERM domain FERM, RhoGEF and pleckstrin domain
3AB | Smp_138300 | Tetraspanin, EC2 domain superfamily | CD81 antigen
3AB | Smp_029820 | Ribosomal protein L12 family Ribosome
3AB | Smp_ 138310 Dual s‘peC|f|C|ty phosphatase, catalytic | Mapk phosphatase {Human (Homo sapiens), pac-1

domain [TaxId: 96061}
3AB | Smp_029850 | Ribonuclease H-like superfamily 3'-5' exonuclease ERI1 (E.C.3.1.-.7)
3AB | Smp_138320| NA NA
3AB | Smp_029890 | Septin Septin

Cyclophilin-type peptidyl-prolyl cis- Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like 1, PPIL1
3AB | Smp_023900 trans isomerase domain {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3AB | Smp_138330 | Tetraspanin, EC2 domain superfamily | CD81 antigen

L Transcriptional repressor CTCF {Human (Homo
3AB | Smp_138340 | Zinc finger C2H2-type sapiens) [Taxid: 9606]}
3AB | Smp_138350 | Zinc finger C2H2-type NOA36
3AB | Smp_343210| NA NA
3AB | Smp_340620 | NA NA
. . . Ubiquitin-conjugating enzyme E2 Q2, C-terminal

3AB | Smp_029940 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 domain {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_029970 | NA NA
3AB | Smp_029990 | Dedicator of cytokinesis, C-terminal Dedicator of cytokinesis protein 2
3AB | Smp_030000 Per?tldase M17' leucy! . Cytosol aminopeptidase (E.C.3.4.11.1)

aminopeptidase, C-terminal
3AB | Smp_030010 | CCDC92/74, coiled-coil domain CCDC92
3AB | Smp_030020 | PTIP-associated protein 1 PAXIP1_C
3AB | Smp_030030 | TM2 domain ™2

. Msx-1 homeodomain {Mouse (Mus musculus)
3AB | Smp_347780 | Homeobox domain [Taxld: 10090]}
3AB | Smp_308980 | BRCT domain BRCT-containing protein 1
3AB | Smp_309000 | BRCT domain Regulator of Tyl transposition protein
L E-SPE E DEME LASE 1

3AB | Smp_311980 | Zinc finger C2H2-type (gil\i _?IT) CIFICHISTON METHYLASE 1A
3AB | Smp_138430 | DEP domain Regulator of G-protein signaling 7
3AB | Smp_030110| NA Actin, alpha skeletal muscle, Gelsolin
3AB | Smp_316460 | Zinc finger, UBR-type E3 ubiquitin-protein ligase UBR2 (E.C.6.3.2.19)

Exoribonuclease, phosphorolytic Exosome complex exonuclease RRP46 {Human

B 2
3AB | Smp_326430 domain 1 (Homo sapiens) [Taxld: 96061}
— ation D ;

3AB | Smp_337750 | DNA repair protein, Swi Swi5-dependent recombination DNA repair

protein
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Exoribonuclease, phosphorolytic

Exosome complex exonuclease RRP46 {Human

3AB | Smp_120360 domain 1 (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
3AB | Smp_030150 | WH1/EVH1 domain Homer {Rat (Rattus norvegicus) [Taxld: 10116]}
3AB | Smp_138470| NA Type-2 restriction enzyme Dpnl (E.C.3.1.21.4)/DNA
3AB | Smp_138480 | NEMP family NEMP
C9orf74 h | M M | Taxld:
3AB | Smp_030180 | Beta-grasp domain superfamily dor omolog {Mouse (Mus musculus) [Taxd
10090]}
3AB | Smp_343220 | Bardet-Biedl syndrome 5 protein Bardet-Biedl syndrome 18 protein, BBS1
3AB | Smp_138500 | Arf GTPase activating protein Ras-related protein Rab-35, Iporin
HAD-superfamily hydrolase, subfamily | Hypothetical protein TM1742 {Thermotoga
3AB | Smp_030220 maritima [Taxld: 2336]}
3AB | Smp_138510 | NA NA
Nuclear transcription factor Y subunit
3AB | Smp_030250 A NUCLEAR TRANSCRIPTION FACTOR Y SUBUNIT
3AB | Smp_030260 | NA HIG1 domain family member 1B
3AB | Smp_138520 D.roug.ht |'nduced 1.9 protein type, Zinc finger protein 568/DNA Complex
zinc-binding domain
3AB | Smp_030280 | OTU domain OTU domain-containing protein
Prefoldin beta subunit {Archaeon
3AB | Smp_030290 | Prefoldin beta-like Methanobacterium thermoautotrophicum [Taxld:
145262]}
. . ATP-DEPENDENT MOLECULAR CHAPERONE
3AB | Smp_340630 | Heat shock protein Hsp90 family HSP82, CO-CHAPERONE
F-box/WD repeat-containing protein 7, FBXW7
3AB | Smp_030320 | WD40 repeat {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
. Hypothetical protein TA0108 {Archaeon
AB P [-tRNA h I PTH2
3 Smp_030330 | Peptidyl-t ydrolase, Thermoplasma acidophilum [Taxld: 2303]}
3AB | Smp_333590 | CUB domain Gastric intrinsic factor, Cubilin
3AB | Smp_030350 | CUB domain Granzyme K {Human (Homo sapiens) [Taxld:
96061}
3AB | Smp_326450 | NA NA
3AB | Smp_326460 | NA NA
3AB | Smp_326470| NA NA
3AB | Smp_326480 | NA NA
3AB | Smp_309090 | NA NA
3AB | Smp_309100 | NA NA
3AB | Smp_343230| NA Lachrymatory-factor synthase
3AB | Smp_341710 | NA Catalytic domain of MutY {Escherichia coli [Taxld:
562]}
3AB | Smp_333600 | P2X purinoreceptor P2X purinoceptor 3
- . TAT-interacting protein TIP30 {Human (Homo
B 11 D(P)-
3AB | Smp_309110 | NAD(P)-binding domain sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_326490 | NA GRP
. . Carboxypeptidase M, catalytic domain {Human
B 1 1
3AB | Smp_159890 | Peptidase M14, carboxypeptidase A (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_333610 | Nucleolar, Nop52 Nop52
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3AB | smp_ 326500 | DO'ichol-phosphate . DPM3
mannosyltransferase subunit 3
3AB | Smp_159860 G protelr\-C(.)upIed receptor, Cannabinoid receptor 1,Flavodoxin
rhodopsin-like
3AB | Smp_159840 Dy”e'.” heavy chain, C-terminal Dynein heavy chain, cytoplasmic
domain
3AB | Smp_159830 | NA CYYR1
3AB | Smp_159800 | NA NA
3AB |Smp_326510| NA GRP
Histidyl-tRNA synthetase (HisRS) {Staphylococcus
AB 1 10 |NA
3 Smp_180310 aureus [Taxld: 1280]}
3AB | Smp_180340 | NA SMK-1
3AB | Smp_180330 | NA HTP reductase {Methanococcus jannaschii [Taxld:
2190]}
3AB | Smp_180320 | NA toxin Hm-3
Squamosa-promoter binding-like protein 12, DNA-
3AB | Smp_345100 | NA binding domain {Thale cress (Arabidopsis thaliana)
[TaxId: 37021}
3AB | Smp_309120 | NA NA
Squamosa-promoter binding-like protein 12, DNA-
3AB | Smp_336990 | NA binding domain {Thale cress (Arabidopsis thaliana)
[TaxId: 37021}
3AB | Smp_337000 | NA WAK
Histidine phosphatase superfamily, Prostatic acid phosphatase {Human (Homo
AB 1664
3 Smp_016640 clade-2 sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_342580 Myc-type, ba§|c helix-loop-helix TransFr|pt|on factor E2-alpha, DNA-binding
(bHLH) domain protein
3AB | Smp_179810 | Troponin PROTEIN
- . . ADP-ribosylation factor {Human (Homo sapiens),
3AB | Smp_340020 | Small GTP-binding protein domain ARF6 [Taxld: 9606]}
Dual specificity mitogen-activated protein kinase
3AB | Smp_000720 | Protein kinase domain kinase 1, Mek1 {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
Peptidase C19, ubiquitin carboxyl- Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 (USP7,
AB 71
3AB |Smp_000710 - inal hydrolase HAUSP) {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_000700 | SET domain Smyd3 methyltransferase
3AB | Smp_000690 | POU-specific domain Oct-1 {Human (Homo sapiens) [TaxId: 96061}
Mitochondrial substrate/solute ADP,ATP carrier protein {Cow (Bos taurus), heart
B
3AB | Smp_000680 carrier isoform t1 [TaxId: 9913]}
3AB | Smp_000670 | Arf GTPase activating protein ARFGAP with coiled-coil, ANK repeat
. Ornithine aminotransferase {Human (Homo
B -
3AB | Smp_000660 | Aminotransferase class-lll sapiens) [Taxld: 9606]}
N SIAH, seven in absentia homolog {Mouse (Mus
3AB | Smp_000650 | Zinc finger, RING-type musculus) [Taxid: 10090]}
3AB | Smp_000640 | SH2 domain v-crk sarcoma virus CT10 oncogene
3AB | Smp_000630 | Isochorismatase-like Egt;olr]];mlease MAR1 {Leishmania donovani [Taxld:
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Myc-type, basic helix-loop-helix

binding domain

3AB | Smp_000620 (bHLH) domain DNA-binding protein inhibitor ID-1
3AB | Smp_000600 | WD40 repeat Rsa4
. . MITORIBOSOMAL PROTEIN US2M, MRPS2,
3AB | Smp_000590 | 28S ribosomal protein S26 MITORIBOSOMAL
3AB | Smp_000580 | NA Tubulin beta, Tubulin alpha, PACRG
. PHD-Bromo of TRIM66 protein, ALA-ARG-THR-LYS-
3AB | Smp_122370| Bromodomain GLN-THR-ALA-ARG-LYS-SER-THR-GLY
3AB | Smp_000560 | NA NA
3AB | Smp_266960 | Zinc finger C2H2-type FIVE-FINGER GLI/DNA COMPLEX
Myc-type, basic helix-loop-helix Myc proto-oncogene protein {Human (Homo
3AB | Smp_333620 (bHLH) domain sapiens) [Taxld: 9606]}
3AB | Smp_185930 | NA Coatomer subunit alpha, Coatomer subunit
3AB | Smp_162070 | NA NA
. Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
3AB | Smp_000510 | Hexapeptide repeat (E.C.2.7.7.27)
3AB | Smp_000500 | NA NA
3AB | Smp_122340 | BTB/POZ domain S-phase kinase-associated protein 1, F-box/LRR-
repeat
3AB | Smp_000480 | Proteasome component (PCl) domain | 40S ribosomal protein SA, 40S
ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate | Hypothetical protein TM0922, C-terminal domain
AB 47
3 Smp_000470 dehydratase {Thermotoga maritima [Taxld: 2336]}
3AB | Smp_326520 | NA DNA damage-binding protein 1, DDB1-
3AB | Smp_122320 | NA ?ctmty-regulated cytoskeleton associated protein
. . Ubiquitin-associated protein 2-like Ubap2l {Mouse
AB 21 BA-lik famil
3AB | Smp_309210 | UBA-like superfamily (Mus musculus) [Taxid: 10090]}
Nucleotide-binding alpha-beta plait Poly(A)-binding protein {Human (Homo sapiens)
3AB | Smp_309220 domain superfamily [TaxId: 96061}
3AB | Smp_000430 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_000420 | NA NA
3AB | Smp_326530 | NA GRP
3AB | Smp_122280 | NA NA
3AB | Smp_326540 | NA NA
3AB | Smp_191910 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_340010 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_326550 | NA NA
3AB | Smp_326560 | NA NA
3AB | Smp_000390 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_326570 | NA NA
3AB | Smp_326580 | NA NA
3AB | Smp_000370 | Selenoprotein SelK/SelG SelK_SelG
3AB | Smp_312230| NA CCDC73
3AB | Smp_000340 Nuclear hormone receptor, ligand- Retinoic acid receptor RXR-alpha, Retinoic
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aminopeptidase, C-terminal

3AB | Smp_000320 | NDRG Protein NDRG3
3AB | Smp_000310 | NA PRA1
3AB | Smp_000300 Tetratrlco.peptlde-hke helical domain Coatomer subunit alpha, Coatomer subunit
superfamily
3AB | Smp_112450 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_077890 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_307900 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_332440 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_309250 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_326600 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_326610 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_000280 | Trematode Eggshell Synthesis TES
3AB | Smp_000270 | Trematode Eggshell Synthesis TES
P h in {Barl H Il Taxld:
3AB | Smp_000260 | Saposin A-type domain gsrlc’;?} ytepsin {Barley (Hordeum vulgare) [TaxId
3AB | Smp_000250 | NA tRNA modification GTPase trmE
3AB | Smp_000240 | RNA recognition motif domain Transportin-1, RNA-binding protein FUS
3AB | Smp_000230 | Zinc finger C2H2-type :.I\E(SCII\iE_-%I?;ECIFIC HISTONE DEMETHYLASE 1A
. Polynucleotide kinase, kinase domain
B 2
3 Smp_000200 | Smr domain {Bacteriophage T4 [TaxId: 10665]}
3B |Smp_122190| NA p47 {Rat (Rattus norvegicus) [Taxld: 10116]}
3B |Smp_326620 | Cysteine-rich domain, DPF-motif C6_DPF
Short-chain 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type XI
B 1
3 Smp_000130 dehydrogenase/reductase SDR {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
. Frequenin (neuronal calcium sensor 1) {Human
3B |Smp_000180 | EF-hand domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
38 | Smp_000160 Leucw?e-nch repeat N-terminal Slit {Fruit fly (Drosophila melanogaster) [Tax|d:
domain 72271}
Thrombospondin-1 (TSP-1) {Human (Homo
38 |Smp_122170 | NA sapiens) [Taxld: 9606]}
3B | Smp_000150 | Zinc finger, PHD-type Histone H3.2, Histone H4, Histone
38 | Smp_187940 NAD k'mase/dlacylhglycerol kinase-like DAGK_cat
domain superfamily
3B |Smp_000130 | Hormone-sensitive lipase, N-terminal | HSL_N
3B |Smp_000110 | Elongation factor EFG, domain V-like | 60S RIBOSOMAL PROTEIN L3, 60S
3B | Smp_000100 | Filamin/ABP280 repeat FILAMIN-B
. . . . Capz alpha-1 subunit {Chicken (Gallus gallus)
B 11 - -
3 Smp_118830 | F-actin-capping protein subunit alpha [Taxld: 9031]}
3B |Smp_167630 | Zinc/iron permease Zip
3B |Smp_167640 | Peptidase M14, carboxypeptidase A FAMILY M14 UNASSIGNED PEPTIDASE
GEF of TIAM1 (T-Lymphoma invasion and
3B |Smp_167650 | Dbl homology (DH) domain metastasis inducing protein 1) {Mouse (Mus
musculus) [Taxld: 10090]}
i 1
38 | smp_083870 | FePtidase M17, leucyl Cytosol aminopeptidase (E.C.3.4.11.1)
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G protein-coupled receptor,

Neurotensin receptor type

3B |Smp_083880 |\ opsin-like 1,Endolysin,NEUROTENSIN RECEPTOR
CBM21 (carbohydrate binding type- . .
3B |[Smp_167660 21) domain Protein phosphatase 1 regulatory subunit
38 |Smp_167670 | NA GTP-sensing transcriptional pleiotropic repressor
CodY
3B |[Smp_167680 | HECT domain E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 (E.C.6.3.2.-)
38 | Smp_083930 Chromatln modification-related Histone a?cetyltransferase ESA1 (E.C.2.3.1.48),
protein Eafé Chromatin
3B |Smp_177720 G protein-coupled receptor, C-X-C chemokine receptor type 4
P rhodopsin-like P yp
38 | Smp_083940 | € Protein-coupled receptor, 7TM_GPCR_Srw
rhodopsin-like
38 | Smp_326640 | C Protein-coupled receptor, 7TM_GPCR_Srw
rhodopsin-like
Soluble cytochrome b562,Thromboxane A2
B NA
3 Smp_083950 receptor,Rubredoxin,Thromboxane
3B | Smp_083990 | Amino acid/polyamine transporter | 4F2 cell-surface antigen heavy chain
3B |Smp_326650| NA DUF1998
3B |Smp_083980 | Epithelial sodium channel Amiloride-sensitive sodium channel subunit alpha
3B | Smp_083970 ER me.mbrane protein complex ER membrane protein complex subunit
subunit 10
3B | Smp_336790 | FYVE zinc finger Early Endosomal Autoantigen 1
3B |Smp_246300 | WD40 repeat 40S ribosomal protein S1-A, 40S
3B |Smp_144350 | NA BEN
38 | Smp._040710 DNA-directed RNA polymerase.prll, RPB11 {Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae)
13-16kDa subunit, conserved site [TaxId: 49321}
Protein of unknown function
3B | Smp_040720 DUF2838 DUF2838
3B |Smp_144360 | Myelin proteolipid protein PLP Myelin_PLP
. . Ribonuclease inhibitor {Human (Homo sapiens)
3B |Smp_144370 | Leucine-rich repeat [Taxid: 9606]}
. Msx-1 homeodomain {Mouse (Mus musculus)
3B |Smp_144380| Homeobox domain [Taxld: 10090]}
3B |Smp_040770 Ammoacyl—t'RNA synthetase, class |, Methionyl-tRNA synthetase (E.C.6.1.1.10)
conserved site
3B | Smp_190740| NA Coatomer subunit alpha, Coatomer subunit
Cyclophilin-type peptidyl-prolyl cis- Cyclophilin (eukaryotic) {Caenorhabditis elegans,
38 |Smp_040790 trans isomerase domain isoform 5 [Taxld: 6239]}
3B |Smp_040800 | WHEP-TRS domain Glycyl-tRNA synthetase (E.C.6.1.1.14)
B- i j :
3B |Smp_144390 | Ser/Thr protein kinase, TGFB receptor 962362;“”3% {Human (Homo sapiens) [Taxld
3B |Smp_185420| NA ms48, ms51, ms56, ms59, ms60
3B |[Smp_196090 | NA Protein patched homolog 1, Sonic
3B |Smp_205170| NA NA
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rhodopsin-like

3B |Smp_144430| Formin, FH3 domain FMNL1, Cdc42
3B | Smp_144440| NA NA
3B | Smp_144450 | RNA recognition motif domain Vinculin, Ribonucleoprotein PTB-binding 1
3B |[Smp_190940 | NA EGF_3
3B |Smp_172030 | Helicase, C-terminal U1 small nuclear ribonucleoprotein 70
38 | Smp_199800 | NA DNA-directed primase/polymerase protein/DNA
Complex
. L. Spliceosomal protein U1C {Human (Homo sapiens)
3B | Smp_337590 | Matrin/U1-C, C2H2-type zinc finger [Taxid: 9606]}
. . Caspase-1 {Fall armyworm (Spodoptera
B 243210 | Pept Cl14, p2
3 Smp_243210 | Peptidase , P20 domain frugiperda) [Taxid: 7108]}
3B |Smp_313810 | Cell cycle regulator Mat89Bb Integrator complex subunit 13, Integrator
3B | Smp_309360 | Sterol-sensing domain Protein dispatched homolog 1
. Synaptic protein PSD-95 {Rat (Rattus norvegicus)
3B |Smp_333630| PDZ domain [Taxld: 10116]}
3B |Smp_326660 | NA LRR_11
38 | Smp_091240 | Porin, eukaryotic type Voltage—dependent anion-selective channel
protein 1
38 | Smp_ 091230 | Ubiquitin-fold modifier 1 Ufml-spe.c‘lflc protease (E.C.3.4.22.-), Ubiquitin-
fold modifier
3B |Smp_118710| NA DNA replication licensing factor MCM®6
3B |Smp_057130 | AdipoR/Haemolysin-lllI-related HUMAN ADIPONECTIN RECEPTOR 2, single-chain
3B |Smp_027850 | Chromatin SPT2 Histone H3.2, Histone H4, Protein
3B |Smp_027870| NA NPIP
Prefoldin beta subunit {Archaeon
3B | Smp_027880 | Prefoldin beta-like Methanobacterium thermoautotrophicum [Taxld:
145262]}
3B | Smp_347380 | Zinc finger, TRAF-type F-box_4
3B |Smp_137280 gglled-con domain-containing protein Protein regulator of cytokinesis 1
3B |Smp_333640 | Peptidase S59, nucleoporin NUCLEOPORIN NUP43, NUCLEAR PORE COMPLEX
3B |[Smp_027910 | Synembryn Synembryn-A, G alphat C
3B |Smp_027920 | Tubulin SPINDLE POLE BODY COMPONENT SPC97
3B |Smp_347950 | Myosin head, motor domain MYOSIN 2 HEAVY CHAIN STRIATED
38 | Smp_241490 | & Protein-coupled receptor, 7TM_GPCR_Srw
rhodopsin-like
38 | Smp_091950 | € Protein-coupled receptor, 7TM_GPCR_Srw
rhodopsin-like
G protein-coupled receptor, — .
3B | Smp_326670 o Platelet-activating factor receptor,Flavodoxin
rhodopsin-like
G protein-coupled receptor, -
3B |[Smp_134960 o Platelet-activating factor receptor
rhodopsin-like
G protein-coupled receptor, — .
3B | Smp_023710 Platelet-activating factor receptor,Flavodoxin
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G protein-coupled receptor,

3B |Smp_117340 thodopsin-like Rhodopsin
3B | Smp_023700 | Anticodon-binding domain AD
. Myosin Essential Chain {Bay scallop (Aequipecten
3B | Smp_134950 | EF-hand domain irradians) [Taxid: 31199]}
3B |Smp_340430 | Double-stranded RNA-binding domain Endorl.bonuclease Dicer, RISC-loading complex
subunit
U3 small nucleolar ribonucleoprotein
38 |Smp_023660 complex, subunit Mpp10 Mpp10
3B |Smp_134940 | GTP binding domain YgeH GTPase
3B | Smp_134930| NA NA
3B | Smp_023620| FERM domain FERM, RhoGEF and pleckstrin domain
s . Aurora-related kinase 1 (aurora-2) {Human (Homo
B 134910 | Protein k
3 Smp_134910 | Protein kinase domain sapiens) [Taxld: 9606]}
3B | Smp._246270 | ABC transporter-like Irt?n-sulfur c'Iusters transporter ATM1,
mitochondrial
3B | Smp_023550 | Armadillo Sys-1 protein, Pop-1 8-residue peptide
. 35 6DT1_A DNA dC->dU-editing enzy 93.8 0.02
3B | Smp_134880 | Snurportin-1 1.76-07 54.0 0.0 202 99-310 152-399 (507)
. Nucleosome assembly protein, NAP {Baker's yeast
3B |Smp_333660 | Nucleosome assembly protein (NAP) (Saccharomyces cerevisiae) [Taxd: 4932]}
- Zinc finger protein 297b {Human (Homo sapiens)
3B |Smp_134870 | Zinc finger C2H2-type [TaxId: 9606]}
Constant regulatory domain of protein
3B | Smp_134860 | HEAT repeat phosphatase 2a, pr65alpha {Human (Homo
sapiens) [Taxld: 9606]}
3B |Smp_309430 | RecF/RecN/SMC, N-terminal Structural maintenance of chromosomes protein
3B |Smp_246290 | SAC domain Sacl, Vps74
. . Probable cysteine desulfurase SufS {Synechocystis
3B |Smp_023470 | Aminotransferase class V domain sp. PCC 6803 [Taxld: 1148]}
3B |Smp_134820 G prOtEII.’]-C(.)Up|Ed receptor, Chimera of Proteinase-activated receptor 1
rhodopsin-like
3B |Smp_326690 | NA NA
L . Tyrosine-protein kinase ZAP-70 {Human (Homo
3B |Smp_134800 | Protein kinase domain sapiens) [Taxid: 9606]}
3B |Smp_134790 | TAFII28-like protein TAF(I1)28 {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
N Not-4 N-terminal RING finger domain {Human
3B |Smp_342930 | Zinc finger, RING-type (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
3B | Smp_346950 | NA NA
3B |Smp_342920| NA NA
3B | Smp_023360 | Anticodon-binding human histidyl-tRNA synthetase, cytoplasmic
3B |Smp_134720 | Major facilitator superfamily domain | Melibiose carrier protein
3B | Smp_309500 | Major facilitator superfamily domain | Melibiose carrier protein
3B |Smp_309510 | Major facilitator superfamily domain | Melibiose carrier protein
3B |Smp_335880 | Major facilitator superfamily domain | Melibiose carrier protein
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3B | Smp_333670 | lonotropic glutamate receptor N-methy!—D-aspartate receptor subunit NR1-8a,
lonotropic
3B | Smp_026880 | Histone H3/CENP-A Leishmania histone H3, Histone H4
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium
3B |Smp_136710 | P-type ATPase ATPase 1
3B |Smp_136730 | Aspartic peptidase Al family Pepsin(ogen) {Pig (Sus scrofa) [Taxld: 9823]}
3B | Smp_026910 | Lipase maturation factor LMF1
GTP cyclohydrolase | {Rat (Rattus norvegicus)
3B |Smp_026920 | GTP cyclohydrolase | [Taxid: 10116]}
. N-acetylglucosaminyltransferase | {Rabbit
B 2 I I f family 1
3 Smp_026930| Glycosyl transferase, family 13 (Oryctolagus cuniculus) [Taxld: 9986]}
. ClpB, AAA+ modules {Thermus thermophilus
3B |Smp_136740 | CIpA/B family [Taxid: 274]}
3B | Smp._ 213390 | Protein kinase domain Pkb kinase (Akt-2) {Human (Homo sapiens) [TaxId:
9606]}
V(D)J recombination activating protein 1 (RAG1),
3B |Smp_213400 | Zinc finger, RING-type dimerization domain {Mouse (Mus musculus)
[TaxId: 10090]}
hypothetical protein Yugk {Bacillus
3B |Smp_136760  NA stearothermophilus [Taxld: 1422]}
3B |Smp_136770|BCL7 BCL_N
. . . Myristoyl-ACP-specific thioesterase {Vibrio harveyi
3B |Smp_027000 | Serine aminopeptidase, S33 [Taxid: 669]}
3B |Smp_027010 | Clathrin adaptor, mu subunit ADAPTOR-RELATED PROTEIN COMPLEX 2, ALPHA
L . Ubiquitin-like protein bab25500 (2010008E23Rik)
38 | Smp_136780 | Ubiquitin domain {Mouse (Mus musculus) [Taxld: 10090]}
3B |Smp_027040 | TB2/DP1/HVA22-related protein TB2_DP1_HVA22
. . Phoshatidylinositol transfer protein, PITP {Rat
3B |Smp_333680 | Phosphatidylinositol transfer protein (Rattus norvegicus) [Taxld: 10116]}
3B |Smp_027080 | NA YIF1
3B |[Smp_336330|NA Myelin_PLP
3B |Smp_335890 | Aspartic peptidase Al family Pepsin(ogen) {Pig (Sus scrofa) [Taxld: 9823]}
3B |Smp_326700 | NA NA
. . . Pepsin(ogen) {Human (Homo sapiens),
3B |Smp_335900 | Aspartic peptidase Al family orogastricsin (pepsinogen C) [Taxld: 9606]}
. . . Pepsin(ogen) {Human (Homo sapiens),
3B |Smp_309540 | Aspartic peptidase Al family progastricsin (pepsinogen C) [Taxld: 9606]}
3B | Smp_018800 | Aspartic peptidase Al family Pepsin(ogen) {Pig (Sus scrofa) [TaxId: 9823]}
. . . Pepsin(ogen) {Human (Homo sapiens),
B 132 1
3 Smp_132470 | Aspartic peptidase Al family progastricsin (pepsinogen C) [Taxld: 9606]}
3B |Smp_132480 | Aspartic peptidase Al family Pepsin(ogen) {Pig (Sus scrofa) [TaxId: 9823]}
3B |Smp_342650 | NA NA
3B |Smp_342660 | Small GTPase Rad {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
. Breast cancer associated protein, BRCA1 {Human
3B | Smp_342670| BRCT domain (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
. Macrophage-stimulating protein receptor
B 2
3 Smp_342680 | Sema domain (E.C.2.7.10.1)
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Domain of unknown function
38 [Smp_018870 | o/ oo DUF4537
3B |Smp_018880| NA NA
3-oxo-5-alpha-steroid 4- 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase 2
3B |Smp_342690 dehydrogenase, C-terminal (E.C.1.3.1.22)
. Phosphoglycerate kinase {Baker's yeast
B 214 Ph hogl k
3 Smp_214060 osphoglycerate kinase (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
3B |[Smp_132540 EGF-type a§par'Fate/asparag|ne Protein toll, Protein spaetzle C-106
hydroxylation site
3B |Smp_018930| NA NA
. Myosin Essential Chain {Bay scallop (Aequipecten
3B |Smp_018940 | EF-hand domain irradians) [Taxid: 31199]}
38 | Smp_018950 | RNA recognition motif domain Telomerase reverse transcriptase, Telomerase-
associated protein
3B | Smp_132550 | Centrosomal protein POC5 NA
3'5'-cyclic nucleotide cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase
4B 1
Smp_135500 phosphodiesterase, catalytic domain | (E.C.3.1.4.35)
4B |Smp_135510 | Glutamate carboxypeptidase 2-like Glutamate carboxypeptidase Il (E.C.3.4.17.21)
beta 1,4 galactosyltransferase (b4GalT1) {Cow
4B |Smp_340460 | Beta-1,4-galactosyltransferase (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
4B | Smp_024660 | Immunoglobulin subtype 2 Roundabout homolog 2
4B | Smp_340470 | Sirtuin family NAD-dependent deacetylase sirtuin-6 (E.C.3.5.1.-)
4B |Smp_248070 | Dedicator of cytokinesis, C-terminal Dedicator of cytokinesis protein 10
Coagulation factor 5/8 C-terminal C2 domain of factor V {Human (Homo sapiens)
4B 21102
SMp_2110201 40 main [Taxid: 9606]}
4B |Smp_247870 | NA NA
4B |Smp_247860 | Peptidase M8, leishmanolysin Peptidase_M8
4B |Smp_247850 | Peptidase M8, leishmanolysin LEISHMANOLYSIN
4B |Smp_135540 | NA Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit
. . Ribonuclease inhibitor {Human (Homo sapiens)
4B | Smp_135550 | Leucine-rich repeat [Taxid: 9606]}
4B | Smp_135560 | Fibrillar collagen, C-terminal Collagen alpha-1(l) chain, Collagen alpha-2(l)
4B | Smp_135570 | Actin family RuvB-like he!lcase (E.C.3.6.4.12), Ino80,
Uncharacterized
4B |Smp_334210 | Zinc finger C2H2-type Cohesin subunit SA-2, Double-strand-break repair
48 |smp_342970| ECF-type aspartate/asparagine DUF4958
hydroxylation site
4B |smp_213190 | NA D'NA-dlrected RNA polymerase subunit, DNA-
directed
4B |Smp_213200 | Amidohydrolase-related Amidohydrolase 2
4B | Smp_334220 | Cadherin-like Protocadherin-10
48 | Smp_024800 S-adenosyl-L-methionine-dependent DUF2431
methyltransferase
48 | Smp.340480 Tetratrlco'peptlde—hke helical domain | Mitochondrial |mport rgceptqr subunit tom20-3
superfamily {Thale cress (Arabidopsis thaliana) [Taxld: 3702]}
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4B | Smp_024820 | Tetraspanin Tetraspanin
4B |Smp_342980 The G.olgl pH regulator/GPCR-type G ABA_GPCR
protein
4B | Smp_343790 | Rab-GTPase-TBC domain RabGAP/TBC protein
4B |Smp_145180 | Zinc finger, A20-type Rab5 GDP/GTP exchange factor, Ras-related
s . Calmodulin-dependent protein kinase {Rat (Rattus
4B |Smp_145190 | Protein kinase domain norvegicus) [Taxld: 10116]}
. . Engrailed Homeodomain {Drosophila
4B |Smp_343800 | Homeobox domain engrailed melanogaster [Taxid: 7227]}
4B |Smp_145210 | Cadherin-like Protocadherin-15
4B | Smp_042530| WD40 repeat Tubulin beta, Tubulin alpha, PACRG
4B | Smp_244220 | POU-specific domain Pituitary-specific positive transcription factor
1/DNA
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB
4B |Smp_244230 | WDA4O0 repeat subunit alpha {Mouse (Mus musculus) [Taxld:
100901}
4B | Smp_042550 | Phox homologous domain Vacuolar protein sorting-associated protein 26-like
4B | Smp_042560 | Porin domain superfamily Mitochondrial import receptor subunit TOM40
. T-box protein 3, tbx3 {Human (Homo sapiens)
4B |Smp_145230 | Transcription factor, T-box [Taxld: 9606]}
NADH-quinone oxidoreductase, chain | NADH-quinone oxidoreductase chain 9, Nqo9
48 | Smp_042530 I {Thermus thermophilus [Taxld: 274]}
- Adenosine receptor A2a,Soluble cytochrome
4B |Smp_343810 | GPCR, rhodopsin-like, 7TM b562, Adenosine
4B |Smp_145250 | Cleft lip and palate transmembrane 1 | CLPTM1
. Phenylethanolamine N-methyltransferase,
4B 42 Methyl f -lik
Smp_042630| Methyltransferase-like PNMTase {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
P-loop containing nucleoside . A
4B |Smp_343820 triphosphate hydrolase Apoptotic protease activating factor 1
4B |Smp_042670 DNA m!smatch repair protein Muts, DNA mismatch repair protein Msh2/
C-terminal
Short-chain Tropinone reductase {Jimsonweed (Datura
4B 42
Smp_042680 dehydrogenase/reductase SDR stramonium), |l [Taxld: 4076]}
4B | Smp_042700 | Protein FAM81 Apolipoprotein A-IV
. Alkaline phosphatase {Northern shrimp (Pandalus
4B |Smp_145290 | Alkaline phosphatase borealis) [Taxld: 6703]}
4B | Smp_198170 | NA DUF1664
. Alkaline phosphatase {Northern shrimp (Pandalus
4B |Smp_307840 | Alkaline phosphatase borealis) [Taxld: 6703]}
Copper type ll, ascorbate-dependent | Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase
B 1
4 Smp_145300 monooxygenase, N-terminal (E.C.1.14.17.3,4.3.2.5)
4B |Smp_329490 | NA NA
. Karyopherin alpha {Baker's yeast (Saccharomyces
B 2
4 Smp_042740| Armadillo cerevisiae) [Taxld: 4932]}
4B |Smp_145310 | Reduced growth phenotype protein 1 | Rgpl
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4B |Smp_145320 | SLC26A/SulP transporter Solute carrier family 26 member
4B |Smp_042770 | Rab-GTPase-TBC domain RabGAP/TBC protein
4B |Smp_042780 | Mediator complex, subunit Med20 Mediator of RNA polymerase Il
4B | Smp_042790 | Glycosyltransferase 2-like Dolichol monophosphate mannose synthase
4B |Smp_343830 L%:tr:ntij:éq::;ctilrllke domain- Small ubiquitin-related modifier 1, Death
4B |Smp_042810| AAA ATPase domain Replication factor C subunit 1
4B |Smp_145350 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 f:;ﬁj;tlsr;;ioer:;ignﬁ ﬁgiTEZG%IZ]C}{Human
4B |Smp_202660 | NA NA
4B |Smp_329500 | NA PFLO690c
4B |Smp_145360 | Mitochondria-eating protein MIEAP
s |smp 529510 s o
4B |Smp_145370 | NA NA
4B |Smp_145380 | NA NA
4B |Smp_334230 | C-5 cytosine methyltransferase DNMT2 {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
18 |smp_0a2sto | e 1 precursor | OSTMP
4B |Smp_042920 | Serine-threonine protein kinase 19 Stk19
4B | Smp_329520 | Complex 1 LYR protein Acyl carrier protein, mitochondrial, LYR
4B | Smp_145400 | Armadillo-like helical Rcd1
4B |Smp_303310 | NA NA
4B |Smp_145410 | NA DUF3338
4B |Smp_145420 | Sema domain Semaphorin-like protein 139, Plexin-C1
4B |Smp_042980 Si'lc-ieMP kinase, ATP-binding, conserved mevalonate kinase (E.C.2.7.1.36)
4B | Smp_042990 | MINDY deubiquitinase Protein FAM63A
4B |Smp_247830 | NA AF-4
4B | Smp_202680 | Ragulator complex protein LAMTORS | Hepatitis B virus X-interacting protein
4B | Smp_043030 | Hexokinase I[-]rezj;cl)g:lr;alsge?’{]lilood fluke (Schistosoma mansoni)
4B |Smp_340750 | NA DYNC2H1 variant protein
4B | Smp_145440 | Zinc finger C2H2-type Zinc finger protein 568/DNA Complex
4B |Smp_343840 | NA DUF4659
4B | Smp_043070 g:‘;’;ﬁ:'omf_i?nij‘?sgfé::':i/: eXPOTt | ANKYRIN-REPEAT PROTEIN
4B |Smp_145460 | NA CD225
4B | Smp_145470 | Zinc finger C2H2-type Zinc finger protein 295
4B |Smp_043100 | RNA recognition motif domain ?Hu:rlsza ;ﬁg;iii;?;:ﬁ;lléfg 6P02]1}, UP1)
4B |Smp_043110 | NA Phage AlpA
Putative ethylene-responsive protein
4B | Smp_043120 | Universal stress protein A family AT3g01520/F4P13_7 {Thale cress (Arabidopsis

thaliana) [Taxld: 3702]}
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Putative ethylene-responsive protein
4B |Smp_202690 | Universal stress protein A family AT3g01520/F4P13_7 {Thale cress (Arabidopsis
thaliana) [Taxld: 3702]}
4B |Smp_043130|Gemin2/Brrl Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1
4B |Smp_043150 | Calreticulin/calnexin calnexin
. Far upstream binding element, FBP {Human
4B |Smp_145490 | K Homology domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
48 |Smp_043170 Transfo.rmmg aC|.d|c c0|Ied—.c0|I— TACC_C
containing protein, C-terminal
. . Diaphanous protein homolog 1, dial {Mouse (Mus
4B 4 F FH2
Smp_343850 | Formin, FH2 domain musculus) [Taxld: 10090]}
4B | Smp_043200 | RIO kinase 40S ribosomal protein S27-A, 40S
4B |Smp_043210 | Tetraspanin, EC2 domain superfamily | Tetraspanin
4B |Smp_043220 | NA BNIP3
48 |Smp_145510 | Leucine-rich repeat Internalin A {Listeria monocytogenes [Taxld:
1639]}
4B |Smp_043250 | NA GIY-YIG
4B |Smp_043260 G protelh-C(.)upIed receptor, 7tm_1
rhodopsin-like
48 |Smp_043270 G protelh-cF)upIed receptor, 7tm_1
rhodopsin-like
4B |Smp_336140 G protelh-C(.)upIed receptor, 7tm_1
rhodopsin-like
48 | Smp. 348040 G protelh-cF)upIed receptor, 7tm_1
rhodopsin-like
4B |Smp_043290 G protelrl-cF)upIed receptor, 7tm 1
- rhodopsin-like -
4B |Smp_043300 G protelr]-cc.)upled receptor, 7tm_1
rhodopsin-like
4B | Smp_348050 G protelrl-cF)upIed receptor, 7tm_1
rhodopsin-like
G protein-coupled receptor, .
4B |Smp_332070 . human Chemokine Receptor 7
rhodopsin-like
4B |Smp_043320 G protelrl-cF)upIed receptor, 7tm 1
- rhodopsin-like -
48 |Smp_043340 G protelr]-cF)upIed receptor, 7tm_1
rhodopsin-like
. UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase
4B |Smp_043350 | UDPGP family {Human (Homo sapiens), AGX1 [TaxId: 9606]}
48 | Smp_043360 | NA SJCHGCQ628§ protein, Bcl-2 homologous
antagonist/killer
48 |Smp_145540 G proteu.'l-C(.)upIed receptor, Muscarinic acetylcholine receptor M2,Vasopressin
rhodopsin-like V2
4B |Smp_329530 | NA Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
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Ubiquinone-binding protein QP-C of cytochrome

4B |Smp_053700 | Cytochrome b-c1 complex subunit 8 bcl complex (Ubiquinol-cytochrome c reductase)
{Cow (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
4B |Smp_150890 | IBR domain E3 ubiquitin-protein ligase ARIH1 (E.C.2.3.2.-)
4B |Smp_247810 | NA NA
Rab geranylgeranyltransferase alpha-subunit, C-
4B | Smp_150870 | Leucine-rich repeat terminal domain {Rat (Rattus norvegicus) [Taxld:
10116]}
4B | Smp_329550 | NA NA
4B | Smp_053640 | NA NA
L . Cyclin-dependent PK, CDK6 {Human (Homo
4B 1 Protein k
Smp_150860 | Protein kinase domain sapiens) [Taxld: 9606]}
48 | smp_053610 | AMN0ACY-tRNA synthetase, class Il 1 ¢ | oNA ounthetase, cytoplasmic (E.C.6.1.1.11)
(G/ P/ S/T)
- Histone-lysine N-methyltransferase SETDB1
4B |Smp_150850 | Methyl-CpG DNA binding (E.C.2.1.1.43), Histone
4B | Smp_150840 | Zinc finger, C2H2, LYAR-type 60S ribosomal protein L8, 60S
4B |Smp_313300 | Small GTPase Rab21 {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
. Sarcoplasmic calcium-binding protein {Amphioxus
4B |Smp_313310| EF-hand domain (Branchiostoma lanceolatum) [Taxld: 7740]}
s . MAP kinase activated protein kinase 2, mapkap2
4B P k
Smp_053560 | Protein kinase domain {Human (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
4B | Smp_053550 | U6 snRNA phosphodiesterase Usbl U6 snRNA phosphodiesterase (E.C.3.1.4.-)
4B | Smp_213500 | HotDog domain superfamily Acyl-CoA thioesterase
4B | Smp_213510 | NA FA_FANCE
. Homeodomain-only protein, Hop {Mouse (Mus
4B |Smp_247800 | Homeobox domain musculus) [Taxid: 10090]}
Aspartyl/Asparaginyl-tRNA . .
4B 1 A --tRNA | | E.C.6.1.1.12
Smp_053510 synthetase, class Ilb spartate--t igase, cytoplasmic (E.C.6 )
4B |Smp_313320|NA Med28
4B |Smp_313330|NA NA
4B |Smp_329560 | NA conserved hypothetical protein
Cvsteine-rich flanking region. C- von Willebrand factor binding domain of
4B |Smp_344330 teyrminal g resion, glycoprotein Ib alpha {Human (Homo sapiens)
[TaxId: 96061}
4B |Smp_334250 | Epithelial sodium channel Acid-sensing ion channel 1
4B | Smp_153890 Post-GPI attachment to proteins Fragl
factor 2
4B | Smp_030760 | Flavodoxin-like NADPH--cytochrome P450 reductase (E.C.1.6.2.4)
4B |Smp_138810 | Fragl/DRAM/Sfk1 Fragl
4B | Smp_334260 | Zinc finger, PHD-type Protein AF-10
. . Aurora-related kinase 1 (aurora-2) {Human (Homo
B 1
4 Smp_153870 | Protein kinase domain sapiens) [Taxid: 9606]}
4B | Smp_058990 | Meiotic nuclear division protein 1 Mnd1, Putative tbpip family protein
4B | Smp_058980 | Oxysterol-binding protein KLLAOC04147p
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Succinate dehydrogenase assembly

4B |Smp_058970 - - ° DUF1674
4B |Smp_337560 | NA DNA damage-binding protein 1, DDB1-
4B | Smp_344600 | Zinc finger C2H2-type Transcriptional repressor CTCF/DNA Complex
48 | Smp_ 153840 | BEACH domain L|popolysaccharlde—responswe and beige-like
anchor protein
4B | Smp_153820 | SNF2-related, N-terminal domain DNA-directed RNA polymerase Il subunit
4B |Smp_058880 | Serine hydrolase FSH FSH1
N . 0 . Uridine-cytidine kinase 2 {Human (Homo sapiens)
4B | Smp_329570 | Nicotinamide riboside kinase [Taxld: 9606]}
4B |Smp_153810 | Ankyrin repeat Asparaginase type Il {Vibrio cholerae [Taxld: 666]}
4B | Smp_058850 | RAD51 interacting motif RAD51 _interact
4B | Smp_059090 | NA cAMP-dependent protein kinase type ll-alpha
4B | Smp_153790 | Ribosomal protein L4/L1e ribosomal protein ulL2, ribosomal protein
48 | Smp_059100 | PRELI/MSF1 domain P!’ot‘em gPSl, mitochondrial,Mitochondrial
distribution and
. . G1/S-specific cyclin-E1 {Human (Homo sapiens)
4B |Smp_153920 | Cyclin, N-terminal [Taxld: 9606]}
4B |Smp_153930 | Peptidase M8, leishmanolysin LEISHMANOLYSIN
4B |Smp_059130 | CAP Gly-rich domain Restin {Human (Homo sapiens) [TaxId: 9606]}
4B | Smp_059140 | NA NDUF_B12
4B |Smp_329580 | Immunoglobulin-like fold SIP2 {Saccharomyces cerevisiae [Taxld: 4932]}
48 | Smp_059150 Mltoc.honc.irla.l .|nner membrane Mitofilin
protein Mitofilin
4B |Smp_153950 | Ribosomal protein L24e-related 60S ribosomal protein L2-A, 60S
4B |Smp_059170 | Troponin Troponin C/Troponin T/Troponin |
4B |Smp_153960 | Peptidase A22A, presenilin Presenilin
4B | smp_153970 JNK/Bab—assouated protein-1, N- RILP
terminal
4B | Smp_059200 | NA RIFIN
4B |Smp_059210 | Periphilin-1 Periphilin-1, Protein TASOR
4B | Smp_153990 | Zinc finger, LIM-type DNA endonuclease RBBP8, LIM domain
- . Serine/threonine-protein kinase Nek2 {Human
4B |Smp_126460 | Protein kinase domain (Homo sapiens) [Taxld: 9606]}
4B |Smp_126450 | ABC transporter-like ATP-binding cassette sub-family G member
Ribosome maturation protein
4B | Smp_007970 $do1/SBDS 60S RIBOSOMAL PROTEIN L3, 60S
Glyoxalase/fosfomycin 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase, HppD
4B |Smp_007960 . ) . s
resistance/dioxygenase domain {Streptomyces avermitilis [Taxld: 33903]}
beta 1,4 galactosyltransferase (b4GalT1) {Cow
4B |Smp_340160 | Beta-1,4-galactosyltransferase (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
4B |Smp_071000 | DSS1/SEM1 Activated Human 26S Proteasome
48 | Smp_160700 | PWWP domain Histone-lysine N-methyltransferase SETD2

(E.C.2.1.1.43,2.1.1.-), H3.3531phK36M(29-42)
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4B | Smp_345220 | Nucleic acid-binding, OB-fold Breast Cancer type 2 susceptibility
. Paired protein (prd) {Fruit fly (Drosophila
4B |Smp_160670 | Homeobox domain melanogaster) [Taxld: 7227]}
Protein of unknown function
4B |Smp_347040 DUF2045 DUF2045
Proteasome alpha-subunit, N- Proteasome alpha subunit (non-catalytic) {Cow
4B 7
Smp_070930 terminal domain (Bos taurus) [Taxld: 9913]}
4B | Smp_310920 | Forkhead-associated (FHA) domain Suppressor of IKBKE 1, Sarcolemmal
G protein-coupled receptor, Lysophosphatidic acid receptor
48 |Smp_212750 rhodopsin-like 6a,Endolysin,receptor (E.C.3.2.1.17)
. ) Smad3 MH2 domain {Human (Homo sapiens)
4B | Smp_212740 | SMAD domain, Dwarfin-type [Taxid: 9606]}
4B |Smp_337220| AAA ATPase domain DYNC2H1 variant protein
4B | Smp_070860 | Malate dehydrogenase, type 2 MALATE DEHYDROGENASE
von Willebrand factor binding domain of
4B | Smp_341800 | Leucine-rich repeat glycoprotein Ib alpha {Human (Homo sapiens)
[TaxId: 96061}
4B | Smp_347030 | Dbl homology (DH) domain GEF of intersectin {Human (Homo sapiens) [Taxld:
9606]}
4B | Smp_347560 | DNA recombination and repair DNA REPAIR AND RECOMBINATION PROTEIN
protein Rad51-like, C-terminal
4B |Smp_313450 | Peptidase M12B, ADAM/reprolysin Dlsmt.eg.rln and metalloprotelnase domain-
containing protein
4B |Smp_348000 | NA NA
4B |Smp_348010 | NA NA
4B |Smp_348020 | NA NA
4B |Smp_348030 | NA NA
4B | Smp_313480 | NA NA
4B |Smp_190540 | NA Coatomer subunit alpha, Coatomer subunit
4B | Smp_303070 | Peptidase M8, leishmanolysin Peptidase_M8
4B | Smp_303760 | Peptidase M8, leishmanolysin Peptidase_M8
4B | Smp_204980 | NA g\r/;:lophllm-hke protein, putative, Dipeptide ala-
4B |Smp_093840 | NA Mtp
4B |Smp_346220 | NA NA
. . . Splicing factor 3B subunit 4 {Human (Homo
4B | Smp_093850 | RNA recognition motif domain sapiens) [Taxid: 9606]}
. - . C-terminal MsrB domain of peptide methionine
4B |Smp_167890 Peptide methionine sulphoxide sulfoxide reductase PilB {Neisseria gonorrhoeae
reductase MrsB
[TaxId: 485]}
4B | Smp_313490 | NA TrénsforrTnng protein RhoA, Rho-associated,
coiled-coil
4B | Smp_313500 | NA NA
. . Emp46p N-terminal domain {Baker's yeast
4B | Smp_174580| Legume-like lectin (Saccharomyces cerevisiae) [Taxld: 4932]}
4B |Smp_341620 | FERM domain FERM, RhoGEF and pleckstrin domain
4B | Smp_095630 | Tetraspanin CD81 antigen

XXXi




Annexe 6

4B |Smp_174610 | Zinc finger, LIM-type Fusion protein of Lmo4 protein

4B | Smp_095650 | Selenophosphate synthetase Putative selenophosphate synthetase (E.C.2.7.9.3)
4B | Smp_332080 | NA 28S ribosomal protein S2, mitochondrial

4B | Smp_095670 | Zinc finger, CCCH-type Protein CFT1, mRNA 3'-end-processing protein

4B | Smp_095680 | Matrin/U1-C, C2H2-type zinc finger Pre-mRNA-processing-splicing factor 8, 116 kDa
4B |Smp_174630 | Tetraspanin CD81 antigen

4B | Smp_334280 | Sterile alpha motif domain Stromal interaction molecule 2

Chr. : chromosome.

XXXii
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Abstract
In living cells, the genetic information stored in the DNA sequence is version 1 ?
always associated with chromosomal and extra-chromosomal 1 Agr 2022 view

epigenetic information. Chromatin is formed by the DNA and
associated proteins, in particular histones, Covalent histone
modifications are important bearers of epigenetic information and as
such have been increasingly studied since about the year 2000. One of health laboratery, 14 rue Pierre et Marie
the principal technigues to gather information about the association Curie, France

between DNA and maodified histones is chromatin

immunoprecipitation (ChIP), also combined with massive sequencing Any reports and responses or comments on the
{ChIP-5eq). Automated ChIPmentation procedure is a convenient article can be found at the end of the article.
alternative to native chromatin immunoprecipitation (N-ChIP). Itis

now routinely used for ChIP-5eq in many model species, using in

general roughly 108 cells per experiment. Such high cell numbers are

sometimes difficult to produce. Using the human parasite Schistosoma

mansoni, whose production requires sacrificing animals and should

therefore be kept to a minimum, we show here that automated

ChIPmentation is suitable for limited biological material. We define

the aoperational limit as =20,000 Schistosomao cells. We also present a

streamlined protocol for the preparation of ChIP input libraries.

1. Nolwenn M. Dheilly ", ENVA, Animal
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Introduction

Schistosoma mansont is a human parasite with a complex life
cycle that shows strong developmental phenotypic plasticity,
with intra-molluscal  and  intra-veriebrate  stages, and  two
free-swimming  larvae stages (miracidium and cercariag). We
had shown by native chromatin immunoprecipitation (N-ChIP)
that the different life cvcle stages also show strong  histone
modification plasticity (Augusto et al,, 20019 Cosseau e al.,
20089; Roguis er al,, 2018), While N-ChIP has been successfully
used, we found that it is associated two challenges: one is the
high hands-on time with the N-ChlIP, and the other is obtaining
enough biological material to perform several ChIP experiments
with different antibodies. We therefore explored and benchmarked
an automated ChIP procedure (Figure 1). ChIPmentation is a
ChIP-sequencing (ChIP-seq) technology which uses a transposase
to add the sequencing adaptors to the DNA of interest instead
of the classical multi-step processing, including end repair,
A-tailing, adaptor ligation and size-selection (Schmidl er al., 2015).
Thanks to the action of the transposase, loaded with sequencing
adaptors, the library preparation is performed in only one step,
which reduces hands-on time and material loss. Moreover, in
the ChIPmentation approach, this tagmentation process is per-
formed direetly on chromatin during the immunoprecipitation
process instead of naked DNA after purification. This workflow
allows for a more reproducible tagmentation.

The combined facts that ChlPmentation has been automated
on Diagenode’s IP-S5tar Compact Automated System and  that
this technology has been validated on low amounts of human cells
(Roels er i, 2020; Schmid] er al.. 2015) make it a perfect candi-
date for ChlP-seq on limited material of other, non-model species.
Here we addressed the questions of whether ChIPmentation,
which was originally developed for human cell cultures, (i) can
be used with schistosomes, (i) whether it can be automated on a
pipetting robot, and finally (i) what the lowest schistosome cell
number would be o obtain robust results with this procedure,
We show here that the method is almost as sensitive as N-ChlIP,
but is about two times faster and can be carried out on the
IP-Star pipetiing robot, reducing experimenter hands-on and, more
importantly, training time,

Methods

Production of biological material

5 mansoni NMRI eggs were extracted from livers of golden
hamsters (donated by ParaDev) 42 days post-infection, Nocturnal
8 mansoni from Oman (Mouahid er al, 2002) were extracted
from livers of two swiss OF1 mice eight months post-infection.
Miracidia were allowed to hatch for two hours in spring water,
collected by pipetting and sedimented on ice for 30 min.
Miracidia were counted under a microscope, aliquoted and stored
at -B0°C.

Ethical considerations
Experiments on animals permits The laboratory received the

permit number A 66040 for experiments on animals, from
both the French Ministére de UAgricwlture et de la Péche
{Ministry of Agriculture and Fisheries) and the French Ministére
de U'Education Nationale de la Recherche et de la Technologie
(Ministry of Education, Research and Technology, Décret n®

Wellcome Open Research 2022, 71133 Last updated: 24 MAY 2022

2000-464 du 29 mai 2000 moedifiant le décret n® 87-848 du
19 octobre 1987). This includes housing, breeding and care of
the mice and hamsters, and animal experimentation. HM holds
the official cemtificate for animal experimentation N® Co61101
delivered by the Direcnion Départementale de la Prorection
des Populations (Articles B 214-87 a4 R 214-122 du Code Rural
et article R 215-10 ; Amrété du 19 avril 1988).

Ethical approval number: we obtained approval from the
CEEA - 036 Comitéd d'éhique en expérimentation  animale
Languedoc Roussilon (CEEA-LR)Y”, which is the registration
code of our ethical committee within the Comtité national de
réflexion éhigue sur expérimentation animale (CNREEA), under
the agreement number Co6-136-01. The CNREEA is part of the
French Ministry of Higher Education, Research and Innovation.

Cell lysis and chromatin shearing

Chromatin preparation was performed using the Diagenode
ChIPmentation Kit for Histones, Cat. No. COTO1TT009 and pro-
tocol with minor modifications, A total of 10,000 miracidia
(1000000 cells based on the observation that one miracidium
is composed of 100-120 cells) were resuspended in 1 mL 1x
Hank’s balanced salt solution (HBSS), split into 2x500 plL
and crushed with a plastic pestle in an Eppendorf tube on ice
during ~1 min. For cross-linking. 13.5 pl of formaldehyde
were added and tbes were incobated for 10 min at room
temperature  with occasional inversion. To stop cross-linking
fixation, 57 pL of glycine were added and samples were incu-
bated for 5 min at room temperature. Samples were centrifuged
at S00g, at 4°C, for 5 min. The pellet was resuspended in 2x1
mL of ice-cold Lysis Buffer iL1, combined and homogenized
in a Dounce {pestle A) on ice for 5 min. After another centrifu-
gation (500g, 5 min, 4°C), the supernatant was discarded and
the pellet was resuspended in 1 mL of ice-cold Lysis Buffer 1.2
and centrifuged (500xg, 5 min, 4°C). The supernatant was
discarded and the pellet was resuspended in 1000 pl. of
complete Shearing Buffer i51 for each twbe. Samples were
sonicated with the Bioruptor Pico (Diagenode, Cat. No, BOT0&0010)
for 5 cycles (30 s ON and 30 s OFF). After transfer into new tubes,
samples were centrifuged (16,000g, 10 min, 4°C). The supemna-
tants were transferred into a new single twbe (200 pl twotaly and
20 pl 181 were added, wvielding a wotal volume of 220 pl
The procedure was done in duplicate (named L and R in the
following). Serial dilutions were done in i3] to produce 100
ul equivalents of 10,000 miracidia (10° cells), 1,000 miracidia
(10F cells), 100 miracidia (10" cells), 50 miracidia (5,000 cells),
10 miracidia (107 cellsy, five miracidia (500 cells) and one
miracidium (100 cells) or 100 pl 151 as negative conirol,

Magnetic immunoprecipitation and tagmentation
Immunoprecipitation  (IP}) was performed on the Diagenode
IP-Star Compact  Auwtomated  System  (Cat, Mo, BO30O00D02Z)
according to the ChlPmentation Kit for Histones User Guide and
by following the manufacturer's on-screen instructions. Amnti-
body (Ab) coating time was set to 3 h, IP reaction to 13 h, washes
to 10 min, and tagmentation to 5 min. For each sample the
Ab coating mix was done with 4 pl anti-H3K4me3 (Diagenode,
Cat. Mo, CI3410003; mixture of lot AIOS1D and AT0520; raised
in rabhit).
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Figure 1. Comparison of Native-ChIP and ChIPmentation workflows. Biological sampling time depends on the biological model used.
Native-ChIP protocol lasts three to four days. A sucrose cushion is used for cell lysis and MNase digestion for the fragmentation step. The
immunoprecipitation is done by centrifugation. The whole process is done manually. ChIPmentation protocol lasts two days. Cross-linking
is used for cell lysis and sonication for the fragmentation step. The immunoprecipitation, tagmentation and library cleaning are done with
the IP-Star,
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Stripping, end repair and reverse cross-linking were done as
indicated in the User Guide.

Input library tagmentation

In the ChIPmentation Kit for Histones (Diagenode, Cat,
No. CO1011009) the suggested strategy is to sequence one
immunoprecipitated sample with a control immunoglobulin
G (IgG) and to wse it for sequencing normalization instead of
the traditional input, which cannot be treated in exactly the same
way as the immunoprecipitated samples. However, IgG are
negative control samples, and the generation of such samples in
low-amount  approaches involves n our expenence the uvse
of a high number of amplification cycles that can induce some
biases. A protocol for the tagmentation of the input sample was
therefore set-up as follows.

For each immunoprecipitated sample, lpl of sheared chro-
matin was kept aside before IP in the IP-Star. | pL of MgCl,

Wellcome Open Research 2022, 71133 Last updated: 24 MAY 2022

(Diagenode ChIPmentation kit for Histones, Cat. No, CO101 1009),
8 pL of molecular biology grade water, 10 pL 2xTagment
DNA - buffer and 1 pl of 100-fold in molecular-grade water
diluted DNA  tagmentation  enzyme  (Hlomina 20034197,
lot 20464427) were added w each | pL input. The tagmenta-
tion reaction was performed in a thermocycler for five minutes
at 55°C. Then, 25 pL of 2xPCR NEB master mix (New England
Biolabs MOS4IL, lot 10067165) was added w each input. The
end-repair and de-cross-link were performed in a thermocy-
cler for five minutes at 72°C followed by 10 minutes at 95°C.
An aliquot of 2 pL. was taken from each input and added
to & pL of quantfication mix. For each reaction, this guanti-
fication mix was composed of (L3 pL of forward and reverse
ATAC-seq primers {25 pM) (Table 1, (Buenrostro er al., 2015),
I pl. SYBR Green 10X (Diagenode kit), 1.3 pl. of molecular
biology grade water and 5 pL of 2xPCR NEB master mix.
While not formally tested, lefrover primers of the ChlPmentation
kit could probably also be used, but the volume must be adjusted

Table 1. ATAC-seq primer indexes and sequences (Buenrostro et al, 2015),

Index ID
Ad1_nol:

A2 _TAAGGCGA
Ad2.2 COTACTAG
Ad23 AGGCAGAA
Ad2.4_TCCTGAGE
Ad2.5_GGACTCCT
Ad2.6_TAGGCATG
Ad2.7 CTCTCTAC
Ad2.8 CAGAGAGD
Ad2.9_ GCTACGCT
Ad2.10_ CGAGGCTG
Ad2.11_AAGAGGCA
Ad2.12_GTAGAGGA
Ad2.13_GTCGTGAT
Ad2.14_ACCACTGT
Ad2.15 TGGATCTG
Ad2.16_ CCGETTTET
AD2 1T TGCTGGGET
Ad2.18_GAGGGGTT
Ad2.19 AGGTTGGG
Ad2.20 GTETGGETG
Ad2.21_TGGGTTTC
Ad2. 22 TGGTCACA
Ad2.23_ TTGACCCT
Ad2.24 CCACTCCT

Sequence
AATGATACGGLGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGLAGCGTLAGATGTG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGECTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGLTCGGAGATGT
CAAGTAGAAGACGGCATACGAGATT TCTGLCTGTCTCGTGLGITCGGAGATGT
CAAGTAGAAGACGGCATACGAGAT G TCAGGAGTCTCGTGGGLTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTCCGTCTCGTGGGLTCGEAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGCCTAGTCTCGTGGEETCGGAGATET
CAAGCAGAAGACGGUATACGAGAT GTAGAGAGGTCTCGTGGLGLTOGLAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTCTCTGOTCTCOTGGGEITCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCGTAGCGTCTCGTGGGCTCGGAGATET
CAAGCAGAALACGLCATACGAGAT CAGCCTCOE TCTCOTOGECTCEGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGCCTCTTGTCTCGTGGGCTOLGAGATET
CAAGTAGAAGACGGCATACGAGATTCCTCTACGTCTCGTGLGLTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCACGACGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACAGTGGETGTCTCGTGGGLTCOGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGAT CCAGTCTCGTEGGGCTCGGAGATET
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACAAACGGETCTCGTGGGITCGEAGATST
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACCCAGCAGTCTCGTGGGCTCGGAGATET
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACCCCTCGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCCAACCTOTCTCGTEGECTCGGAGATGT
CAAGCAGAMGACGECATACGAGAT CACCACACGTCTCGTGGGCTCGGAGATET
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGAMACCCAGTCTCGTGGGLTCGGAGATGT
CAAGCAGAAGAC GLCATACGAGAT TGTEACCAGTCTCGTGGGITCGGAGATGT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGGTCAAGTCTCGTGGGITCOGAGATGT
CAAGCAGAAGACGECATACGAGATAGGAGTGOOTCTCOTOOGCTCGGAGATET
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as the primer pairs in the kit were 10 pM instead of 25 pM.
Library amplification, purification, quality checking and
sequencing steps were performed as for the immunoprecipitated
samples (see below),

Library amplification

To  determine  optimal number of  library  amplification
cveles we proceeded as described in steps 5.1 to 55 of the
ChlPmentation User Guide with modifications detailed below.
We determined the number of amplification cyeles for each
library by using the number of cycles that comesponded (o
1/3 of the gPCR amplification curve slope during the exponential
phase, Resulis are shown in Table 6,

Amplification was done in step 5.7, After PCR. 48 pl of
library amplification mix were AMPure-purified on the IP-Star
using 86 pl of AMPure beads (1.8x). Instead of a resuspension
buffer, we used ChlP grade water for a final volume of 20 pl.

Library check and sequencing

Library fragment size and concentration was checked on an
Agilent 2100 Bioanalyzer with a High Sensitivity DNA Assay
v1.03, Paired-end sequencing (2x75 cycles) was performed
at the Bio-Environnement platform (University of Perpignan,
France) on a NextSeq 350 instrument (Illumina, USA),

Bioinformatics analysis

Reads were quality-checked  with FastQC, Galaxy  version
0.72 and Galaxy 1 (Smith, 2019). Adapters were detected in
less than 4% of reads. Reads were aligned with the S8 mansoni
w7 reference genomes using Bowtie2 Galaxy wversion 2.3.4.3
(Langmead & Salzberg, 2002)., the default sensitive settings,

Uniguely aligned reads were filtered from the BAM files using
the XS: tag of Bowtie2, Galaxy version 2.3.4.3 and Galaxy 0
{Langmead & Salzberg, 2012). PCR duplicates were removed
with samtools rmdup Galaxy version 2001 (Li er al, 2009),
BAM files were subsampled to 3.8 M uniquely aligned reads
with Picard DownsampleSam Galaxy version 2.13.2.1 {Broad
Institute 2022, February 23) Peakcalling was done  with
Peakranger (v1.17) Galaxy version LOX (Feng er al, 2011),
with P value cut-off: 0.0001, false discovery rate (FDR) cut-
off: (.05, Read extension length 100 - 2,000 bp, Smoothing
bandwidth: 99, Delta: 0.8, Detection made: region. ChromstaR,
Galaxy version 0990 (Taudt ¢ al, 20016) was wsed
with a bin size same as Peakranger extension lengths and
a step size of half a bin size, Miracidia genomic DNA librar-
ies served as input. In ChromstaR postprocessing, the maximum
posterior  probabilities to adjust sensitivity of peak detection
was set to (0.999. This kept broad peaks intact. We reasoned that
gaps between peaks that were larger than a nucleosome are not
biologically  meaningful — and  peaks  were  merged  with
BEDTOOLS, Galaxy wversion 2.29.2 (Quinlan & Hall, 2010)
when they were <150 bp apart (the average length of DNA in a
nucleosome).

Enrichment plots over metagenes were produced over 3,073
genes on the positive strand based on the canomical annotation
VT of 8. mansoi.

Wellcome Open Research 2022, 71133 Last updated: 24 MAY 2022

Results

ChIPmentation has a sensitivity that is comparable to
N-ChIP

We used S, manseni miracidia which are composed of 100-120
cells as starting material, allowing for a good estimate of
cell numbers. After the chromatin fragmentation and  library
amplification, 10° to 10° cell equivalents gave comparable
Bioanalyzer profiles with peaks around Ikb. For 5000 cells
equivalents and below, fragments of smaller size became clearly
visible, No high-molecular fragments were observed in the
negative control without chromatin (Figure 2 and Table 2).

Alignments to the genome gave expected results (-50%
uniquely aligned reads) for 10° to 10° cell equivalents, but
dropped to ~33% with 107 cells equivalent and were <20% for 100
cells eguivalent. Mo contaminating DNA was detected (Table 3),

In order to compare ChIPmentation results 1o N-ChIP we
re-amalysed earlier data obtained by N-ChIP (Augusto er al,
2019) using the same data-cleaning, alignment and peak-calling
parameters as for ChIPmentation (Table 4). For ChIPmenta-
tion, peakcalling with Peakranger was highly robust for 10°
cells and delivered the expected wvalues (based on earlier
N-ChIP results). Below this cell equivalent, peak-calling became
dependent on bin size (Table 5),

We  iteratively identified 1,000 bp as  best-read extension
length. Using the HMM-based ChromstaR improved peak call-
ing for ChlPmentation 1(F cell equivalent. but not for 100 or
100 cells. We obtained comparable results for ChIPmentation of
10°, 107 cells and N-ChIP - 10°, 10% and 10" cells {Table 6),

ChromstaR  metagene profiles showed consistent profiles for
ChIPmentation 10%, 10" and 110 cells, and all N-ChIP, but not for
ChIPmentation on 100 cell equivalents (Figure 3).

ChromstaR allows for estimating the comelation of chromatin
profiles based on read counts (Figure 4), and indicates high
correlations between ChIPmentation 107, and N-ChIP ~10%, 1(r.

All other overall chromatin profiles were below (075 correlation
coefficient. This is surprising  given the high similanty of
metagene profiles. Visual inspection of peaks and profiles showed
that peaks were actually correctly identified by ChromstaR
(but much less by Peakranger) in ChlPmentation until 107# cells,
but there was higher background than in N-ChIP which probably
decreased the comrelation for lower cell equivalents (Figure 53,

BEDTools intersect with defauli parameters identified 3,948
common peaks between the 6,682 ChIPmentation peaks and the
6,186 N-ChIP peaks obtained with 10° cells. This corresponds 1o
an empirical FDR of 0.89-0.96%. This FDR cannot distinguish
hetween biological and technical variation.

ChlPmentation input library can rapidly be produced in
parallel to the automated procedure

After having formally established that automated ChIPmentation
had a comparable sensitivity to our routine N-ChIP procedure,
we aimed to identify the optimal way to produce input libraries
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Figure 2. ChIPmentation library profiles for two technical replicates (L and R). Electrophoresis performed on BioAnalyser. Lanes
1-8 from left to right: 108, 105 109 5x108, 107, 500, 100, and 0 cells. LUbraries used in lanes L1, L3, L5 and L7, and R1, R3, R5 and RY were
subsequently sequenced. Size indicated on the left in base pairs.
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Table 2. Cell number equivalents and library amplification cycles for ChIPmentation.

Pasition
Miracidia

1 10,000
2 1,000
3 100
4 50
5 10
5] &
7 1
8 0

1,001
10
1

Equivalent Equivalentcells Amj

0,000
0,000
0,000
5,000
1,000
300
100
0

17
17
18
19
19
22

N
&

26

18
17
19
18
20

y

plification cycles Amplification cycles Sequenced
L1-8 R1-8

Table 3. General statistics on ChIPmentation libraries. All libraries were downsampled to 3.8 M uniguely aligned reads,

Pos Equivalent Equivalent Amplification gBit
miracidia cells cycles DMNA H

10,000 1,000,000
10,000 1,000,000

100 10,000
100 10,000
10 1,000
10 1,000
1 100

1 100

18

19

20

22
22

ng/pl
232
21.2
252
30.4
138
193
220
118

Read pairs

5728173
8,388,53
12,537,243
5,665,837
11,436,716
11,109,380
11,662,120
10,566,306

Uniguely  After

aligned

7,969,894
13,469,770
18,157,585
13,838,684
17,620,411
17,854,360
15,737,202
15,221,913

%
deduplication unigue

6,775,525
10,007,402
14417614

8409793

8,664,467

7214153

4,095,477

3,827,034

% to
keep for

non-dup 3&M

0

o o O o O

0
4]
[}]

[=J =]

[ =R= =]
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Table 4. General statistics on N-ChIP libraries. When possible, libraries were downsampled to 3.8 M uniquely aligned reads.

A 8,000 800,000 14 13,129,021 11,293,995 10,763,378 415 350%
B 100 10,000 14 21,415,343 5409950 2,477,749 6 U 100 %
C 10 1,000 14 29,857,139 127170093 6718570 11 % 57 %

Table 5. Optimization of peakcalling with Peakranger. Mumber of peaks identified for each condition. ChIPmentation an
top. In beld: 1000 bp was selected as the best extension length and applied to N-ChiP data below, N-ChIP A is for 0.8x10° cells,

100 424 200 370

6,871 6767 625 4732 5683
300 10369 9545 2125 1,211 499 635 3944 53764
600 10581 9924 3513 | 2,823 610 813 3197 3816
1,000 9,632 9,835 8320 4,033 2,749 3,888 695 811 131 3,098 3416
1500 9,901 9426 3,315 | 2,025 B47 837 4019 3526
2000 9067 8353 3,052 2,631 626 693 4336 3897

Table 6. Peakcalling with HMM-based ChromstaR before and after merging adjacent peaks (in
bald).

ChiPmentation
M-ChIF

13,565
6,262

6,682 7104
6,186 7058

5504 3137
6,922 5296

2,878
5129

10,665 10,522

for control of unspecific enrichment. The production of input
chromatin is “built-in" the N-ChlP protocol (Cosseau e ol , 2009,
de Carvalho Augusio er al, 2020; Roguis er al, 20018) and
needed to be adapted to the automated ChIPmentation procedure.
During a ChIPmentation experiment three types of input
can be considered (Figure 6): (i) 1 pl of chromatin before
immunoprecipitation, (i) chromatin that binds non-specifically
to any support, and (iii) chromatin truly available for [P
In (i}, an aliquot of 1 pL is taken from the sample before
fmmenoprecitation. The two other types (input hbrary 1 and

ili) need a supplementary sample in which mock IP is done
without antibody. After IF, this supplementary sample contains
magnetic beads with the non-specifically bound chromatin and
the supernatant, which is the available chromatin for IP,

Only (i), ie. before TP chromatin and (i) fe free chro-
matin - available for [P give ideal hbrary sizes (Figure 6).
We decided to optimize the input protocol for option
(i), non-immunoprecipitated chromatin because it does not
occupy a slot in the [P-Star, In addition, during the preliminary
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-3000 -1500 ] 1500 3000 4500

TsS TES +1000 +2000

Figure 3. Average metagene profiles over 5,073 plus strand genes for ChIPmentation and N-ChIP. ChiFmentation samplas were
106 (C1), 1074 (C3), 104 (C5) and 100 cell equivalents (C7). N-ChiP samples were 0.8x10° cells (Na), 104 (NB) and 10°F (NC). ¥-axis: bp upstream,
within and downstream of genes. TSS/TES for transcription start and end sites. ¥-axis: loglobzervedrexpected). Mot all genes contributed to
the profiles as only roughly half of the genes show a H3K4me3 peak at the TS5,

Read count cormalation

H3K4med-CT-mpl

H3IKdmed=C7=nep2.

HIKAmad-C5-mpi

HIKAma-C5-mp2

HIR4me3-HE —nepl

HIKAmedMA —repl

HaKamaa-C1-rep2

HIK4mad-C1-rap1

HiKdmnd-Ch-mpt
HIH4mad-CT-rapd

HaKAmed-G1-rep!
HIKAmed-C1-rp2
H3K4ma3-CT-rap

HAKAme

Figure 4. ChromstaR read count correlations between libraries (lowest 0, highest 1). L and R samples were considered as replicates
1 and 2 for ChromstaR analysis. ChiPmentation 10° (C1), 1041C3), 10° (C5) and 100 call equivalent (C7). N-ChlP 0.8x10° cells (MA), 10% (MNB)
and 107 (NC).
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Figure 5. Genome browser screen shot of a typical region of the 5. mansoni genome with Peakranger chromatin profiles for
visual inspection and HMM model-based ChromstaR peak regions (grey underlay). ChiPmentation 10°(L1, R1), 104(L3, &3), 107 (L5,
RS} and 100 cell equivalent (L7, B7), and N-ChIP 0.8x10° cells {N-A), 104 (M-B) and 10° (N-C). Color codes as in previous figures | ChIPmentation
10° (L1, R} in dark red, N-ChIP 08x10° cells (M-A) in magenta, ChIPmentation 10¢ (L3, R3) in orange, N-ChIP 10* (N-B) in dark orange,
ChiPrmentation 107 (L5, RS) in green, N-ChIP 10% (N-C) in light green and ChiPmentation 100 cell equivalent (L7, R7) in light blue The reqion
circled in red illustrates higher background for 10 cells eguivalent in ChiPmentation C3 (orange, replicates L3, R3) than in N-ChIP B (dark
orange).

BEFORE IMMUNC AFTER IMMUNOP

Sample withcut antibody “

V. . T

v
i~ 1pL of Mo Immunopresipitated - Mo specific binding ii- Awailable chromatin
chramatin chromatin = Backgraund ToF ImmUnGprecipitation
IFUg IFLE
1 1
[
W a0 el W00 Wmm el

LEGEND
MR Faa 3 oo mats 1] ovomatn

Figure 6. Types of inputs generated during ChIPmentation and their associated bioanalyzer profiles. ¥ axis represents the size in
base pair, and ¥ axis represents the luorescence intensity. Ideal library size is between 150 bp and 500 bp (blue rectangle). (i1 TpL aliquot
of one sample chromatin taken before its immunoprecipitation. (i) and (ii] are from a supplementary sample where immunoprecipitation
in the IP-Star is done without antibody. After immunoprecipitation, this supplementary sample contains magnetic beads with the
(ii) non-specifically binding chromatin and the supernatant which is the (i) available chromatin for immunoprecipitation. (i) Mo specific
binding chromatin which did not deliver a usable library,
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test, 1 pL. chromatin input showed a lower Ct compared to option
(iii) input, which means that it requires fewer amplification
cycles (data on Zenodo),

For the preparation of the | pL chromatin input libraries,
we identified two critical parameters. The first one was the
dilution of the tagmentation enzyme. Using undiluted Tn5
caused complete over-tagmentation. Between 10- and 100-fold
dilutions in water delivered optimal results (Figure 7A).

Secondly, we found that, in our hands, there was no need
to add tagmentation neutralizer (0.2% sodium dodecyl sulfate
[SDS]) after tagmentation (Figure 7-B and Figure 8). This
actually inhibits the PCR amplification step (Picelli et al,
2014). Interestingly, parameters like tagmentation tempera-
ture (37°C-55°C) (Figure B), tagmentation time (2-10 min)
and addition of MgCl, did not have a critical effect on input
library generation,

Discussion

As many methods, ChIPmentation had been developed using
readily available but highly artificial cell cultures (Schmidl er ol
2015). The transition from such model systems to non-model
species  and  ecologically realistic  conditions is  sometimes
very difficult or even impossible. Here we showed that the

Tn5 110 Tn5

[FU] [FUJ

Wellcome Open Research 2022, 7:133 Last updated: 24 MAY 2022

automated ChIPmentation can be done with a parasitic flat-
worm and delivers results comparable to N-ChIP, the current
method of choice for this species. However, the method is
roughly two times faster and requires roughly six times less
hands-on time. Since the procedure is done on a pipetting robot
with on-screen instructions for the researcher, in our experience,
training time was reduced to about a week.

We empirically define the limit for the robust detection of
peaks with ChIPmentation 0 be 100,000 cells equivalent
per antibody reaction, with 10,000 being the absolute limit if
background is acceptable. Operational limit for N-ChIP is
10,000 cells equivalent, confirming our previous results. To avoid
variations that might be introduced by small errors in the
estimation of cell numbers, we arbitrarily doubled this lower
cell limit and established >20,000 cells as the lower limit for the
routine ChIPmentation-seq procedures in S. mansoni. This is
a little higher than what has been described in Human cells
where good results have been obtained with as little as 5,000 cells.

To improve signal to noise ratio and reduce background in
ChlPmentation, it could be useful to increase the washing
time (currently 10 min) and speed (currently medium) but we
recommend increasing cell number rather than to invest in washing
optimization.

1/100 TnS

[FU]

5004 500 ‘ \ 500

04 0+ 0
T e

35 150 300 500 10380 [bp] 35 150 300 S00 10380 [bp] 35 150 300 500 10380 [bp]
b
S§55 E55
[FU) ] '
200
100

35 150 300 500

= Ideal library size ranges

10380 [bp)

35 150 300 500

10380 [bp]

Figure 7. Bioanalyzer profiles for input libraries performed with different Tn5 and SDS conditions. a) with undiluted TnS {TnS),
10-fold diluted TnS (1/10 Tn5) and 100-fold diluted Tn5 (1/100 TnS). b) 10-fold diluted TnS with 0.2% SDS (§55) and 10-fold diluted Tn5
without 0.2% SDS (ESS). X axis represents the size in base pair, and Y axis represents the fluorescence intensity. [deal library size Is between

150 bp and 500 bp (blue rectangle).
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between 150 bp

- | ge
without chromatin.

Using | uL of non-immunoprecipitated chromatin for the
reference input library production is the best compromise to
save space in the IP-Star. experiment time and biological
materials when one is restricted by quantity,

This ChIPmentation protocol is not limited to miracidia cells.
We also performed this protocol on . mansoni adult worms and
sporocysts. It should be noted that the number of sonication
cycles needs to be experimentally determined and adapted for each
sample type before proceeding to ChIPmentation experiments.

A new version of the ChIPmentation solution, called
pMChIPmentation for Histones (Diagenode, Cat. No. CO1011011),
has also been released recently in order to improve the
quality for low-amount samples. This relies on a reduced number
of steps, especially during chromatin preparation, and reduced
number of tube transfers, in order to avoid DNA loss. It also
contains a new protocol to process the non-immunoprecipitated
chromatin input samples up to the sequencing step. This new
version of pChIPmentation may be a good alternative for
experiments on very low cell numbers in the future.

Data availability

Underlying data

NCBI SRA: Automated ChIPmentation procedure on limited
biological material of the human blood fluke Schistosoma man-
soni. Accession number: PRINAS16041, hitps:/identificrs.org/
nchiprotein: PRINAS 16041

This project contains the Fastq data of the ChlIPmentation
libraries.

Zenodo: Supporting information for “Automated ChIPmentation
procedure on limited biological material of the human blood
fluke Schistosoma mansoni”, https://doi.org/10.528 [/zenodo
6375548 (Grunau, 2022)

10 TnS enzyme wit I! Q
and 500 bp. O

th 10- h) d dilute

2an

This project contains the following underlying data:
proy 8 ying

20200612-1_Report.pdf (gPCR report for inputs IuL
and available chromatin ("Row7"), see Figure 6)

20200919-1_Report.pdf (qPCR report for testing SDS
after Tn3, see Figure 7B and Figure 8)

20200921-1_Report.pdt (qPCR report for comparing
inputs with enzyme of Diagenode kit and our protocol
with other enzyme Tn5)

- CG_Ro_l_HighSensitivity DNA Assay_DE13805677_2019-
06-20_09-10-48.pdf (DNA assay file underlying Figure 2

- CG_Ro_2_HighSensitivity DNAAssay_DE13805677_2019-
06-20_10-12-12.pdf (DNA assay file underlying Figure 2

- gel gper test input sds_01.Tif

Data are available under the terms of the Creative Commons
Attribution 4.0 International license (CC-BY 4.0).

Acknowledgements

This study is set within the framework of the Laboratoire
d'Excellence (LabEx) TULIP (ANR-10-LABX-41), with the
support of LabEx CeMEB, an ANR Investissements d'avenir
program  (ANR-10-LABX-04-01) and the Environmental
Epigenomics Core Service at [HPE.

We thank S.A.S. ParaDev and Julien Portela for livers of
infected hamsters. We also thank the Bio-Environment platform
(University of Perpignan Via Domitia) and Jean-Frangois Alli-
enne for support in library preparation and sequencing. We have
obtained permission from these colleagues to be acknowledged.

Page 12 0f 16

xii



References

Wellcome Open Research 2022, 71133 Last updated: 24 MAY 2022

Augusto RAC, Cosseau C, Grunau C: Histone Mathylome of the Human
Parasite Schistasoma Manseni. The ONA RMA, and Histene Methylomes, 5, Jurga
and |. Barciszewski, Cham, Springer Intemational Publishing: 2071 % 807-624.
Publishar Full Text

Broad Institute: Picard, Broad Institute, GitHub repository, 20322,
Reference Source

Buenrostro |0, Wu B, Chang HY, & al.: ATAC-seq: A Method for Assaying
Chromatin Accessibility Genome-Wide, Curr Profac Mol Bial 201 5; 109:
21.29,21-21.29.29,

Publed Abstract | Publisher Full Text | Free Full Text

Cosseau C, AZE A, Smith K, et ol Native chromatin immunoprecipitation
{N-ChIF) and ChIP-Seq of Schistesoma mansoni: Critical experimental
parameters. ol Biochem Povasited 2009; 166{1) 70-76.

PubMed Abstract | Publisher Full Text

de Carvalho Augusto 7, Roquis D, A Plcard B, et al: Measuring Histone
Modifications in the Human Parasite Schistesomo mansond. Methods Mol Slal,
2020; 2151 93107,

PubMed Abstract | Publisher Full Text

Feng ¥, Grossman R, Stein L PeakRanger: a cloud-anabled peak caller for
ChiP-seq data. BIC Bininformatics, 2011; 12: 139,

PubhMed Abstract | Publisher Full Text | Free Full Text

Grunau C: Supporting information for “Automated ChIPmentation
procedure on limited biological material of the human blood fluke
Schistosoma mansoni” (Wersion 1) [Data set]. Zenode. 2022,
http:ffwere.doi.org/10.5281/zenodo. 6382509

Langrmead B, Salzberg 5L Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nor
Idethads. 201 2; 9(4): 357-359.

PubMed Abstract | Publisher Full Text | Free Full Text

LI H, Handsaker B, Wysoker A, ef ol: The Sequence Alignment/Map format

and 5AMtools, Biainformanics, 200% 25(16); 2078-2079,

PubMed Abstract | Publisher Full Text | Free Full Text

Blouahid G, Tdris b, Verneau O, ot ol A new chronotype of Schistosoma
mansoni; adaptive significance, Trop Med [nf Heath, 2012, 1716 727-732.
PubMed Abstract | Publisher Full Text

Picelli 5, Bjarklund AKX, Reinius B, ef ol TnS transpoesase and tagmentation
procedures for massively scaled sequencing projects. Gename Res, 2074;
2412 2033-2040,

PubMed Abstract | Publisher Full Text | Free Full Text

Quinlan AR, Hall IM: BEDTools: a flexible suite of utilities for comparing
genomic features. Bivinformatics. 2010, 26(G): B41-842.

PubMed Abstract | Publisher Full Text | Free Full Text

Roals |, Kuchmiy A, De Decker M, et ol: Distinct and temporary-restricted
epigenetic mechanisms regulate human aff and y& T cell development. Not
Irewned. 2020 29107 1280-1292.

PubMed Abstract | Publisher Full Text

Aoquis O, Taudt &, Geyer K, ef ol: Histone methylation changes are required
far life cycle progression in the human parasite Schistosoma mansani