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Introduction

Le point de départ de cette thése provient d’une étude des espéces de nématodes gastro-
intestinaux réalisée chez les Caprinés de la réserve zoologique de la Haute-Touche (Indre, 36) (1).
L’objectif était de caractériser les nématodes digestifs infestant les dix espéces ou races de Caprinés
du parc pour améliorer les plans de traitements antiparasitaires de ces animaux. Les méthodes de
coproscopie et de coproculture ont permis d’identifier plusieurs genres de nématodes sans étre
capable d’identifier jusqu’au rang de I’espece. Par ailleurs, certains genres restaient indifférenciables
morphologiquement et ont été regroupés sous le nom de «strongles digestifs ». Ces derniers
comportent des espéces ayant un pouvoir pathogene elevé chez les Caprinés, telles que Haemonchus
contortus ou Teladorsagia circumcincta ; qu’il est donc important de savoir mettre en évidence pour
mettre en ceuvre les traitements adaptés.

Les nématodes gastro-intestinaux sont des vers ronds d’importance majeure chez les
Ruminants. Ils sont a I’origine de nombreuses maladies responsables de pertes économiques
importantes dans le monde entier. Les animaux se contaminent par 1’intermédiaire des patures ou se
trouvent les formes infestantes des parasites (ceufs, larves), elles-mémes issues des féces d’animaux
infectés. La présence et 1’abondance dans le milieu extérieur des nématodes gastro-intestinaux sont
influencées par de nombreux facteurs comme le climat, la présence d’autres especes animales
domestiques ou sauvages, les méthodes d’¢élevage ... Certains nématodes ont la capacité d’entrer en
hypobiose afin d’échapper a des conditions climatiques peu favorables ce qui rend leur détection plus
difficile. Les manifestations cliniques de gastro-entérites parasitaires sont trés diverses : anémie,
avortement, diminution de la prise alimentaire, diarrhée, perte de poids ... avec, a certaines périodes,
des pics de mortalité. Mais les formes cliniques sont minoritaires par rapport aux infections sub-
cliniques, responsables de pertes de productivité et donc plus difficiles & mettre en évidence. Le
diagnostic clinique des nématodes gastro-intestinaux est par conséquent peu spécifique (2).

La gestion des infestations par les nématodes gastro-intestinaux est principalement basée sur
’utilisation d’anthelminthiques. Cependant, méme avec la mise en place de stratégies de traitement,
ce type de contrOle est colteux et souvent peu efficace. D’autant que 1’utilisation excessive des
anthelminthiques a conduit a ’apparition a travers le monde de résistances a ces molécules. C’est le
cas notamment des trois genres de parasites les plus importants économiquement chez les Petits
Ruminants : Teladorsagia sp., Haemonchus sp. et Trichostronylus sp. ; pour lesquels des populations
multi-résistantes ont été décrites (3).

Le développement de méthodes alternatives aux anthelminthiques est tributaire d’une
meilleure connaissance des especes. L’identification des espéces présentes apparait donc comme un
élément clé dans la réalisation d’études épidémiologiques, pathogéniques, et la mise en place de
moyens de prévention et de lutte ciblés contre les nématodes gastro-intestinaux. Les méthodes
d’identification employées couramment s’appuient sur les caractéristiques morphologiques des
différents stades de développement des parasites (ceufs, larves, adultes). Cependant, il n’est pas
toujours possible d’identifier I’espéce ou méme le genre a partir de ces méthodes qui requierent
notamment du temps et un niveau d’expertise ¢levé. L’enjeu réside également dans I’identification
de plusieurs espéces simultanément, étant donné que les situations de co-infestations, ¢’est-a-dire
d’infestations par plusieurs espéces de parasites en méme temps, sont tres fréquentes (2).

Depuis plusieurs années maintenant, les approches moléculaires se sont multipliées afin de
développer des méthodes capables de décrire la diversité et I’abondance relative des nématodes dans
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un environnement donné. Elles s’appuient sur 1’extraction puis la comparaison de I’information
génétique contenue dans I’ADN (acide désoxyribonucléique) de chaque parasite. Une standardisation
de ces méthodes est nécessaire afin d’en faire des outils fiables et pratiques d’étude de la biodiversité.
Des bases de données regroupant les séquences nucléotidiques de divers organismes se sont
développées afin de rendre accessible 1’information récoltée a travers le monde.

L’objectif de cette thése est de savoir si suffisamment d’outils et de données moléculaires sont
déja disponibles pour pouvoir identifier et décrire de maniére robuste et standardisée des
communautés de parasites, en prenant I’exemple des nématodes gastro-intestinaux chez les Caprinés,
et, le cas échéant, identifier ou sont les manques. La premiére partie aborde le principe de la
caractérisation moléculaire des taxons et en particulier a I’échelle de I’espéce. La seconde partie
présente une étude in silico des séquences nucléotidiques de nématodes gastro-intestinaux des
Caprines, disponibles dans la base de données GenBank au premier semestre de 2020.
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PARTIE 1 : CARACTERISATION MOLECULAIRE DES ESPECES
DE NEMATODES GASTRO-INTESTINAUX

18



I. Les méthodes d’'identification des nématodes gastro-
intestinaux

A. L’identification morphologique

1. Le principe de la taxonomie

La taxonomie est une discipline scientifique qui vise a nommer et a classifier les diverses
formes d’étres vivants (4). On utilise la nomenclature binomiale, établie par Carl von Linné au
XVIIIE™ sigcle, pour désigner un organisme. Cette nomenclature reprend le nom du genre puis le
nom de I’espéce auquel I’organisme appartient. Il existe des catégories de classements plus vastes de
facon a former une classification hiérarchique : les genres semblables sont rassemblés en familles, les
familles en ordre, les ordres en classes, les classes en embranchements ou phylums, les phylums en
regnes, et les regnes en domaine. Au fur et a mesure, des niveaux intermédiaires, comme les sous-
ordres ou les super-familles, ont été créés afin d’affiner cette classification (figure 1).

Espeéce:
contortus

v
v
—

Figure 1 : Exemple de la classification taxonomique de I'espece Haemonchus contortus, inspiré
de (5)

19



Cette classification est établie selon des degrés d’homologie entre organismes. Des
organismes qui partagent des caractéristiques communes sont dits apparentés. Plus le nombre de ces
caractéristiques est élevé, plus ces organismes seront placés ensemble dans un rang taxonomique ou
taxon inférieur, c’est-a-dire dans un méme genre ou une méme espéce. Par exemple, Haemonchus
contortus et Ostertagia circumcincta sont assez semblables pour étre classés dans la méme famille :
les Haemonchidae ; mais suffisamment différents pour appartenir a des genres distincts :
respectivement Haemonchus sp. et Ostertagia sp..

2. Les limites des critéres morphologiques d’identification
D’un point de vue pratique, 1a classification des nématodes est principalement basée sur les
caractéres morphologiques des organismes. Il s’agit d’une méthode assez peu colteuse a mettre en
ceuvre mais présentant plusieurs inconvénients.

a) Observation microscopique des ceufs
L’un des premiers caractéres discriminantS des nématodes est la morphologie des ceufs. Ces
derniers sont observés par des méthodes de coproscopie a partir de feces d’animaux. Il en existe
plusieurs : par flottation, par sédimentation. Les ceufs sont identifiés au microscope selon leur taille,

leur forme, leur couleur ou encore 1’épaisseur de leur paroi (figure 2).
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Figure 2 : Exemples d’ceufs d’helminthes présents chez les Ruminants (6)
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Cependant, chez les nématodes, il n’est pas toujours possible d’identifier I’espéce ni méme le
genre a partir de la morphologie des ceufs. Divers genres de nématodes sont d’ailleurs regroupés et
désignés sous le nom de « strongles digestifs » (Haemonchus sp., Ostertagia sp., Marshallagia sp.,
Cooperia sp., Nematodirus sp., Trichostrongylus sp., Bunostomum sp., Oesophagostomum sp. et
Chabertia sp.) puisque leur différenciation n’est pas possible sur la seule observation de leurs ceufs.
Ces derniers sont ovales, de taille variable (60 — 125 par 30 — 60 um), a paroi fine, et contiennent 4 a
32 cellules ou blastomeres. Seuls les genres Nematodirus sp. et Marshallagia sp. sont différenciables.
Les ceufs de Marshallagia sp. sont similaires a ceux des autres strongles mais sont de taille plus
importante : 150 — 180 par 80 — 120 um. Les ceufs de Nematodirus sp. sont également de grande
taille : 150 — 210 par 70 — 120 micrométres ; mais la morula, constituée de huit blastoméres, est bien
distincte de la paroi. L’espéce Nematodirus battus est reconnaissable sur la seule morphologie de son

ceuf dont la forme est plus allongée et dont la morula occupe I’ensemble de ’espace interne de 1’ceuf
(figure 2) (1).

b) Observation microscopique des larves

L’identification peut étre précisée en observant les caractéres morphologiques de stades de
développement plus avancés. C’est le cas du stade larvaire L3. Les larves sont obtenues aprés
coproculture : il s’agit de faire éclore les ceufs et permettre le développement jusqu’au stade désiré.
Les larves sont ensuite recoltées et peuvent étre observées au microscope. Les caractéristiques alors
utilisées pour I’identification sont la taille, la morphologie de 1’extrémité créaniale et de la gaine
caudale (tail sheath dans la figure 3) et le nombre de cellules intestinales (intestinal cells dans la
figure 3, figure 4) (6).

%

Figure 3 : Schéma des caractéristiques observables des larves de stade L3 (6).
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Figure 4 : Observations au microscope de larves L3 de Chabertia sp. (A), Haemonchus sp. (B)
et Trichostrongylus sp. (C) (1)

A partir de ces caractéristiques, il est possible de distinguer les nématodes a I’échelle du genre.
Néanmoins les genres Teladorsagia sp./Ostertagia sp. et Trichostrongylus sp restent difficilement
différenciables. 11 n’est également pas possible de déterminer 1’espéce au sein des genres.

En général, une incubation a 27°C pendant sept a dix jours est recommandée pour le
développement de la plupart des larves de nématodes. L’identification morphologique a partir du
stade larvaire est donc une méthode qui demande du temps. De plus, les conditions de culture
optimales varient d’une espéce a une autre. Ceci est notamment a prendre en considération lorsque
I’objectif de I’étude est de déterminer 1’abondance d’une espece : 1’application de conditions de
culture identiques va favoriser le développement d’une espéce par rapport a une autre et biaiser les
résultats. Cette méthode permet donc de donner des indications sur I’identité des especes ou genres
présents mais n’est pas adaptée pour leur quantification. De plus, la composition du milieu de culture
(présence de moisissures, disponibilité en oxygéne, pH), 1’age de I’hdte, la conservation des
échantillons avant culture, sont d’autres sources potentielles de variations des résultats (7).

c) Observation microscopique des vers adultes

Enfin I’observation des caractéristiques des vers au stade adulte permet un degré de précision
encore plus important pour 1’identification des nématodes. Les parasites sont récoltés par filtration
du contenu du tube digestif des animaux au cours d’une autopsie. Premiérement, 1’espéce hote et
I’organe autopsié donne des indications quant a I’identification. En effet, a partir des connaissances
déja acquises sur les différentes especes de parasites, on peut relier un organe a un ou plusieurs
parasites. Par exemple, les genres Haemonchus sp. et Teladorsagia sp. sont habituellement des
parasites de I’abomasum. Les genres Trichostrongylus sp. et Nematodirus sp. sont communément
présents dans I’intestin gréle (8). Afin d’éviter la migration des vers au sein du tube digestif, il est
important de ligaturer les différentes portions de ce dernier lors de I’autopsie des animaux. Au stade
adulte, les caracteres morphologiques permettant la distinction taxonomique sont : la capsule buccale,
I’cesophage, la position de la vulve chez la femelle mais principalement la bourse copulatoire et les
spicules du méle (figure 5). Cette méthode d’identification nécessite donc d’avoir des organismes
intégres pour pouvoir repérer les critéres cites ci-dessus et surtout un niveau d’expertise assez élevé.
Ce dernier inconvénient est commun a I’ensemble des stades de développement des nématodes pour
lesquels les similitudes entre genres et espéces sont tres nombreuses et limite une standardisation de
cette méthode.
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Figure 5 : Observations microscopiques de la bourse copulatoire et des spicules de
Trichostrongylus axei (A), Trichostrongylus colubriformis (B) et Trichostrongylus vitrinus (C)

(8)

3. Notions d’especes polymorphiques et cryptiques

Une espéce polymorphique est une espéce comprenant plusieurs morphes différents, ¢’est-a-
dire qu’elle comprend des individus de morphologies différentes mais de génomes similaires. C’est
le cas notamment des especes appartenant au genre Teladorsagia sp. Initialement, T. circumcincta,
T. trifurcata et T. davtiani ont été définis comme trois espéces distinctes sur la base de différences
morphologiques au niveau de I’appareil génital male. Or plusieurs observations aménent a penser que
T. trifurcata et T. davtiani ne seraient en réalité que des morphotypes de T. circumcincta. En effet les
trois morphotypes males sont toujours observés conjointement dans une méme population, avec T.
circumcincta majoritaire, alors que les femelles présentent toute la méme morphologie (9). L’analyse
du marqueur génétique ITS-2 des trois morphotypes ne révéle d’ailleurs pas de différence
significative, soutenant ainsi I’hypothese selon laquelle il s’agirait de la méme espéce (10). Les genres
Ostertagia sp. (11) et Cooperia sp. (12) constituent d’autres exemples d’espéces polymorphiques
parmi les nématodes gastro-intestinaux.

A Tinverse, il existe des especes présentant des morphologies similaires mais qui sont
distinctes sur le plan génétique : il s’agit d’espéces cryptiques. Un exemple provient encore une fois
du genre Teladorsagia sp. pour lequel 1’espéce T. borearcticus a été définie distinctement de T.
circumcincta sur la base d’un spectre d’hote et d’une localisation géographique différents ainsi que
sur des différences dans la séquence codant la 4°™ sous-unité de la nicotinamide déshydrogénase
(nad4) de I’ADN mitochondrial (ADNm) (13). Au sein du genre Haemonchus sp., le statut des
especes H. contortus et H. placei est controversé. Bien que présentant un spectre d’hote différent : H.
contortus est plutdt specifique des Ovins alors que H. placei est spéecifique des Bovins ; ces deux
parasites ne présentent que peu de difféerences morphologiques. Le spectre d’héte suffit-t-il a
distinguer les deux espéces ? La comparaison de leur génome a permis de confirmer leur statut
comme deux espéces distinctes mais de morphologie proche (14,15).
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Enfin, des phénoménes d’hybridation ont été décrits chez plusieurs genres de nématodes
gastro-intestinaux. Outre la transmission possible de genes de pathogénicité et de résistance aux
traitements antiparasitaires, I’échange de génes impliqués dans la spécificité d’hote peut perturber la
caractérisation d’une espece par son spectre d’hdte. Des expériences d’hybridation entre especes
appartenant aux genres Cooperia sp. et Ostertagia sp. ont montré que trés souvent, les descendants
de tels accouplements présentent un mélange de caractéres morphologiques appartenant aux deux
especes parentales (9).

Ainsi, I’identification des espéces de nématodes gastro-intestinaux basée uniquement sur des
caractéres morphologiques peut étre a 1’origine d’erreurs taxonomiques. L’ensemble des
inconvénients de 1’identification morphologique a donc encouragé les scientifiques a rechercher
d’autres méthodes plus fiables, plus rapides, applicables pour n’importe quel stade physiologique du
parasite et ne nécessitant pas un niveau d’expertise élevé, ¢’est-a-dire capables d’étre standardisées.

B. L’identification moléculaire
Quelle information I’ADN apporte-il sur le rang taxonomique d’un individu ?

1. L’ADN comme empreinte digitale moléculaire
L’ADN est le support physique de I’information génétique. Cette information réside dans
I’enchainement des nucléotides qui constitue la molécule d’ADN. Les genes sont des séquences
particuliéres de nucléotides qui codent pour la fabrication d’autres molécules, comme les protéines,
nécessaires au fonctionnement cellulaire et donc de I’organisme. L’ADN est d’abord transcris en
acide ribonucléique (ARN) qui est ensuite traduit en une séquence d’acide-aminés formant la
protéine.

L’ADN est en grande partie contenu dans le noyau de la cellule. Il est formé de deux longues
chaines, appelés brins, formant une double hélice. Deux doubles hélices forment un chromosome.
Les organismes diploides, dont les nématodes, possédent deux paires de chromosomes. Cette
organisation permet la réplication de I’ADN, la division cellulaire mais également la transmission
entre génération de I’information génétique. En effet, chez les espéces a reproduction sexuée, lors de
la formation des gamétes, chaque cellule fille recoit un brin d’ADN ou chromatide : c’est la meiose
(figure 6).

La reproduction sexuée est une source de diversité genétique. Lors de la métaphase de la
méiose I, les paires de chromosomes homologues s’alignent aléatoirement sur la plaque équatoriale,
de sorte que deux combinaisons de chromosomes sont possibles pour une cellule fille issue de la
méiose | (figure 6).

24



Possibilité n° 1 Possibilité n° 2

Deux combinaisons !
chromosomiques

M R eptssel i
/ WA
M x Métaphase II w x
SV TS ¥

il e

o
Combinaison n®1  Combinaison n° 2 Combinaison n°®3  Combinaison n° 4

= ' —=> —=_2 X3

Figure 6 : Schéma de I’assortiment indépendant des chromosomes homologues lors de la
meiose (16).

Plus tot au cours de la prophase de la méiose I, lorsque les chromosomes s’apparient par paire
homologue, des échanges de segments d’ADN peuvent avoir lieu entre deux chromatides non sceurs,
c¢’est-a-dire n’appartenant pas au méme chromosome. Ce mécanisme est appelé enjambement ou
« Crossing-over » et est a I’origine de nouvelles combinaisons d’alléles. Enfin, la nature aléatoire de
la fécondation est un facteur supplémentaire de diversité génétique.

Les mutations constituent la premiére source de diversité. Il s’agit d’erreurs dans la réplication
de la séquence de nucléotides de I’ADN devenues permanentes. Il en existe plusieurs types
(substitution, insertion, délétion) ayant des conséquences plus ou moins importantes selon qu’elles
modifient ou non la séquence en acide-aminés d’une protéine. Leur occurrence est rare du fait des
mécanismes de réparation de ’ADN qui existe au sein de la cellule chez les Eucaryotes. Leur
fréquence est estimée a 1 par 100 000 genes pour les régnes animal et végétal. Néanmoins lorsqu’une
mutation se produit dans un gameéte ou dans une cellule productrice de gametes et qu’elle échappe
aux mécanismes de réparation, elle est susceptible d’étre transmise aux générations futures. La
sélection naturelle s’occupe ensuite de perpétuer ou non cette mutation. En effet, une mutation est
plus & méme d’étre transmise aux générations suivantes si elle confére un avantage sélectif aux
organismes qui la possédent (16).

2. La génétique de la spéciation et 'avenement du DNA barcoding

L’ADN est un bon support d’études puisqu’il s’agit d’'une molécule stable biologiquement et
que I’on retrouve dans la quasi-totalité des tissus biologiques. Dans la partie précedente, il a été
démontré que plusieurs mécanismes étaient a 1’origine de la diversité génétique, de sorte que I’ADN
d’un organisme est unique et constitue son identité moléculaire. L’ADN constitue également une
molécule informative sur I’histoire évolutive d’un individu. En effet, en comparant les séquences
ADN, on peut définir plusieurs échelles de diversité génétique : individuelle, population, espéce,
genre ... résultant de 1’évolution de chaque organisme qui compose cette échelle. C’est ce qui établit
la base moléculaire de la classification des étres vivants.
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Plusieurs phénomenes évolutifs influent la diversité génétique des individus. Tout d’abord,
les évenements de migration des populations en association avec le succes reproducteur des individus
participent aux échanges de génes, aussi appelé flux génétique. Il en résulte une homogénéisation du
patrimoine génétique des populations et donc une diminution de la diversité génétique. C’est
d’ailleurs lorsqu’il y a une interruption de ce flux génétique, principalement du fait d’un isolement
géographique des populations ou par I’occupation de niches écologiques différentes, qu’une espéce
se constitue. Les deux populations évoluent chacune de leur cété, accumulant des mutations, jusqu’a
atteindre un degré de divergence tel que leur reproduction n’est plus compatible (17,18). De plus,
I’étude des séquences génétiques permet de révéler des différences que la simple étude du phénotype
ne peut mettre en évidence : c¢’est le cas des espéces cryptiques évoquées précédemment (13,15,19).
Ainsi, deux organismes ayant un nombre élevé de mutations entre leur séquence ADN sont peu
apparentés, c’est-a-dire qu’ils sont éloignés dans leur histoire évolutive. En revanche, plus le
pourcentage de similitude entre les séquences est élevé, plus les organismes peuvent étre classés dans
de bas rangs taxonomiques (genre, espéce) suggérant une histoire évolutive commune récente.
Chaqgue rang taxonomique est ainsi caractérisé par un certain degré de similitude ou de divergence.
Une espece regroupe donc des organismes ayant un degré important de similitude entre leur séquence
ADN.

Pour certains, ce degré de similitude est tel qu’une séquence de nucléotides pourrait servir de
marqueur génétique d’identité d’une espéce. Ainsi, deux organismes qui partagent la méme séquence
nucléotidique pour un géne donné appartiendrait & la méme espéce. C’est le principe du DNA
barcoding introduit par Paul D. N. Hebert et son équipe en 2003 pour le régne animal (20) et que I’on
pourrait traduire par « code-barre génétique ». Un code-barre est une suite de huit, dix ou treize
chiffres (voire méme quinze a dix-huit) dont I’application la plus commune est I’identification de
produits pour le commerce. Cette suite de chiffres offre la possibilité de générer jusqu’a 30 000
milliards de combinaisons différentes. De la méme maniére, une séquence genétique, disons de 30
paires de bases, posseédent jusqu’a le+18 combinaisons possibles. Cependant, du fait de pressions
fonctionnelles, certains nucléotides ou séquences de nucléotides sont conservés a la méme position
entre especes différentes, parfois méme trés éloignées, tout comme il existe des variations
intraspécifiques. Pour le premier point, Hebert et al. suggérent de ne s’intéresser qu’a des genes
codant des protéines. En effet, dans ce type de séquences, le nucléotide en troisieme position de
chaque codon est souvent moins conservé entre especes et introduit donc de la diversité génétique.
Cette particularité s’explique par la degénérescence du code génétique : une mutation en troisieme
position d’un codon ne modifie pas forcément 1’acide-aminé transcrit et a donc peu de consequences
fonctionnelles (20). Le deuxiéme point en revanche est plus préoccupant. Il suppose que deux
individus n’ayant pas un degré de similitude de 100% entre leur séquence peuvent néanmoins
appartenir a la méme espece. Mais alors, a partir de quel degré de similitude entre séquences peut-on
parler d’espece ?

Il n’existe a priori pas de valeur référence de pourcentage de similitude dans les séquences
permettant d’attester 1’appartenance de deux individus a une méme espéce. Avant toute affiliation
taxonomique moléculaire, il convient de déterminer la variation génomique pour chague géne
d’intérét. Ceci d’autant plus que tous les génes n’évoluent pas a la méme vitesse, ce qui signifie que
certains genes accumulent plus de mutations que d’autres pour un méme intervalle de temps. On parle
d’horloge moléculaire. La vitesse d’évolution d’un géne dépend de son importance, c¢’est-a-dire s’il
code pour une fonction essentielle a la survie de 1’organisme ou non. Pour les séquences essentielles,

26



la majorité des modifications seront nuisibles et seulement une minorité seront neutres, c¢’est-a-dire
sans conséquence. Ces génes evoluent lentement et sont donc plus conserves entre individus. Ils
permettront donc principalement de distinguer des individus a des rangs taxonomiques tels que 1’ordre
ou la famille. Au contraire, pour des séquences ayant une importance moindre, le nombre de
mutations nuisibles sera plus faible par rapport au nombre de mutations neutres et le gene
correspondant évoluera donc plus rapidement. Ces genes seront plus a méme de distinguer des
individus ayant une histoire évolutive proche, autrement dit des individus pouvant étre classés au rang
du genre, de I’espéce ou méme de la population (5).

Les ¢tudes de communautés d’organismes se limitent rarement a I’identification d’une seule
espece. Le développement de nouvelles technologies de séquencage plus productives en termes de
nombres et de longueurs de séquences a permis 1’analyse de la diversité des especes présentes dans
un environnement donné. Le principe du DNA barcoding associé a ces nouvelles technologies de
séquencage constitue le metabarcoding. Généralement, pour assigner une espéce a une séquence
ADN, cette derniére est comparée avec des séquences bien connues issues de banques de données.
Un arbre phylogénétique peut également étre généré a partir des séquences connues et non connues :
I’identification de I’espéce est alors fonction de la position dans 1’arbre (21).

Le choix du marqueur génétique apparait donc de grande importance. En effet, il doit étre
assez spécifique pour pouvoir identifier une seule espéce a la fois mais tout en ayant un certain degré
de conservation pour pouvoir étre retrouvé chez toutes les especes a analyser. Toutes les régions de
I’ ADN sont-elles appropriées pour servir de marqueur génetique ?
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II. Les marqueurs génétiques d’identification

taxonomique

L’ADN est en grande partie contenu dans le noyau des cellules. Mais une petite partie est
également présente dans les organites cytoplasmiques que sont les mitochondries chez les animaux.
11 existe donc deux sources potentielles de marqueurs génétiques d’identification.

Comme nous I’avons vu précédemment, toutes les régions de I’ADN nucléaire et
mitochondrial sont susceptibles d’accumuler des mutations mais certaines régions le sont d’avantage,
comme les régions non-codantes ou les introns, parce qu’elles ne sont pas soumises a des pressions
fonctionnelles. Au contraire, les génes sont associés & une fonction particuliére et sont donc peu
propices a I’accumulation de mutations spontanées puisqu’une altération de la fonction en question
peut étre délétére pour la survie de I’organisme. Par conséquent, quelles régions de I’ADN peuvent
servir de marqueur génétique d’identification ?

A. Lesséquences nucléaires

1. L’ADN ribosomique

ADN IGS IGS IGS

Petite sous-unité Grande sous-unité
ribosomique ribosomique

Figure 7 : Schéma de I’organisation des séquences nucléaires ribosomiques des Eucaryotes

L’ADN ribosomique (ADNr) correspond aux séquences d’ADN codant les ARN
ribosomiques (ARNT) qui, associés a des protéines, forment le corps des ribosomes, acteurs de la
machinerie moléculaire. Cet ADN est constitué par une répétition en tandem de domaines
intergéniques IGS (InterGenic Spacer), des ETS (External-Transcribed Spacer), ITS (Internal-
Transcribed Spacer) et les ADNr de la petite sous-unité ribosomique (ADNr 18S) et de la grande
sous-unité ribosomique (ADNr 28S et 5,8S) (figure 7). La présence d’exemplaires multiples de ces
sequences permet a la cellule de produire la quantité adéquate d’ ARN ribosomiques afin de répondre
a ses besoins importants en ribosomes. Cela constitue également un intérét pratique dans la détection
de la séquence au sein d’un échantillon biologique puisqu’elle est naturellement présente en quantité
importante et peut donc étre facilement amplifiée.

Alors qu’il serait logique de penser que chaque copie évolue indépendamment des autres,
accumulant des mutations différentes, des études ont prouvé le contraire. Ces séquences répétées et
dispersées au sein du génome sont plutdt bien conservées, avec un faible taux de variation intra-
génomique, suggérant une évolution dite concertée de ces séquences. Ce processus ferait intervenir
le mécanisme d’homogénéisation par crossing-over inégaux (ou recombinaison inégale) et de

28



conversion de genes (22). De plus, la longueur de la matrice d’ADNTr est a peu pres similaire chez les
espéces de nématodes : de 6 500 a 7 500 bases ; permettant ainsi la comparaison de ces séquences par
alignement (23).

2. Les séquences non codantes
ETS et ITSs correspondent a des introns. Ce sont des séquences non codantes situées au sein
d’un transcrit primaire qui sont enlevées du transcrit au cours de la maturation (4). Contrairement aux
régions codantes 18S, 5.8S et 28S, elles seraient donc soumises a une pression de sélection moins
importante, résultant en un nombre plus élevé de mutations au sein de ces séquences et donc a un
certain niveau de diversité génétique entre des organismes. Quel niveau taxonomique chez les
nématodes gastro-intestinaux les séquences ETS et ITS permettent-elles de discriminer ?

Une étude destinée a distinguer les especes au sein du genre Haemonchus sp. a mis en
évidence I’existence de 2 types dominants et différents en longueur de séquences ETS chez H.
contortus, absents chez H. placei. Il en résulte que 1’utilisation d’amorces spécifiques couvrant cette
région dans une réaction de polymérisation en chaine, polymerase chain reaction en anglais (PCR)
permettrait de distinguer ces deux espéces (14).

Les séquences ITS-1 et ITS-2 ont éteé plus largement utilisées comme marqueur génétique. Un
de leur avantage est qu’elles sont entourées de régions conservées (séquences 18S et 5.8S, 5.8S et
28S respectivement), facilitant ainsi leur isolement par I’emploi d’amorces universelles. La longueur
d’ITS-1 est légérement plus importante (364 a 522 paires de bases) que celle d’ITS-2 (215 a 484
paires de bases) (23). Au sein des espéces Ostertagia ostertagi et Ostertagia lyrata, la séquence
d’ITS-1 présente par ailleurs la particularité d’étre plus longue (823 paires de base) par rapport aux
autres nématodes, du fait de la présence d’une répétition en tandem de deux séquences (11). L’intérét
diagnostique de cette particularité a par la suite été exploité avec succes en ’utilisant comme
marqueur spécifique afin d’identifier ces deux especes au sein d’un mélange de parasites issus de
genres différents (24,25).

Des etudes similaires cherchant a caractériser les séquences ITS-1 et ITS-2 afin d’en
déterminer I’intérét comme marqueur génétique ont €té€ conduites pour d’autres genres de nématodes :
Cooperia sp. (12,26,27), Haemonchus sp. (15), Trichostrongylus sp. (28-31), Nematodirus sp. (32—
34), Teladorsagia sp. (10), Chabertia sp. et Oesophagostomum sp. (35,36), Marshallagia sp. (37).

Comme mentionné précédemment, ces sequences ne codent pas pour une fonction en
particulier mais il a été montré chez des levures qu’elles seraient tout-de-méme impliquées dans les
processus de maturation des ARNTr (38,39). En effet, des modifications structurales dans les régions
ITS peuvent étre a I’origine d’anomalie de la structure secondaire, aboutissant & des ARNr non
fonctionnels (22). Il en résulte que ces séquences sont certes plus soumises a variation que les
séquences codantes adjacentes mais conservent néanmoins un certain niveau d’homogénéité
intraspécifique (40).

Aucune preuve de variation dans les séquences nucléotidiques de différents stades biologiques
d’un méme individu n’a été mise en évidence (30,32,35,41). Ceci est en faveur de 1’utilisation de ses
séquences pour n’importe quel type d’échantillons, sans avoir besoin d’isoler les ceufs, les larves ou
les individus adultes.
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Trois types de variations ont par ailleurs été mis en évidence au sein des séquences ITS et
également étudiés pour d’autres types de séquences. Tout d’abord, la variation interspécifique
correspond aux différences entre individus d’especes différentes, appartenant au méme genre ou non.
La variation intraspécifique correspond a la variation qui existe entre individus de la méme espéce
mais pouvant étre issus de régions géographiques différentes. Pour certains scientifiques 1’existence
d’une telle variation signifie que I’homogénéisation de ses séquences est incompléte et limite leur
usage dans les analyses phylogénétiques puisqu’un individu ne peut pas étre représentatif de son
espece (42). Pour d’autres, tant que le niveau de variation intraspécifique est inférieur au niveau de
variation interspécifique, les séquences conservent leur intérét comme outils d’étude moléculaire
(30). Cette hypothése s’accorde avec les études pour lesquelles I’espéce des parasites analysés a
clairement été déterminée sur des criteres morphologiques notamment. Mais cela ne peut s’appliquer
pour des études cherchant a statuer sur I’appartenance ou non a la méme espéce de deux individus
morphologiquement proches ; d’autant que des variations au sein des copies d’ADNr d’un méme
individu ont été identifiées, correspondant a de la variation intra-individuelle ou intra-génomique
(10,15,30,31). Les variations relevées dans les séquences entre deux individus ne peuvent donc étre
uniquement attribuées a de la variation interspécifique et pourraient tout aussi bien relevées de la
variation intraspécifique ou intra-génomique de ses séquences.

3. Les séquences codantes
Les séquences codantes du génome ribosomique, constituées par I’ADNr 18S, 5.8S et 28S,
sont plutdt conservees du fait de leur implication dans la machinerie cellulaire, ce qui représente un
intérét pour leur comparaison entre différents individus.
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Figure 8 : Graphique des variations observées au sein des genes ribosomiques (22)
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La figure 8 présente la variabilité des séquences ribosomiques entre especes appartenant au
méme genre : Caenorhabditis sp. (A) ; et la variabilité au sein des copies d’ADNr d’un méme
individu pour plusieurs especes (B). Le polymorphisme interspécifique (A) semble plutét localisé au
niveau des séquences ITS alors que le polymorphisme intraspécifique ou intra-génomique (B) est
plutdt localisé au niveau des séquences codantes 18S, 5.8S et 28S. Le faible niveau de variation
interspécifique de ces derniéres les rend peu propices a leur utilisation comme marqueur génétique.
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La conservation fonctionnelle de ces séquences est telle qu’elle ne permet pas la différenciation des
individus a des rangs inférieurs tels que le genre ou I’espéce.

Par exemple, dans le genre Haemonchus sp., la comparaison des séquences nucléotidiques de
I’ADNr 18S de trois espéces (H. contortus, H. placei et H. similis) a montré 100% d’identité,
signifiant ainsi qu’il n’est pas possible de distinguer ces trois espéces a partir de cette séquence. De
méme, la comparaison avec d’autres espéces de genre (Ostertagia ostertagi) ou méme de sous-famille
(Nematodirus battus) différents ne montre que trés peu de variation (1.0 et 2.0% de divergence
respectivement) (14).

Une étude portant sur la séquence 5.8S de 18 espéces de nématodes appartenant a des super-
familles et des familles différentes a montré un tres faible niveau de variation (de 0 a 5,8% de
difféerence). En particulier, parmi les huit espéces appartenant a la super-famille des
Trichostrongylidea, sept présentaient des séquences identiques ; Trichostrongylus tenuis différait des
autres séquences pour trois positions. Ce grand pourcentage de similarité révele 1’intérét limité de
cette séquence pour les études phylogénétiques ou taxonomiques des nématodes au rang de la super-
famille et pour les rangs inférieurs. Néanmoins, les pourcentages de différences avec d’autres especes
telles que Caenorhabditis elegans, Heterodera avenae et Heterodera schachtii, sont suffisamment
élevés (12,3 a 15,6% ; 30 a 31,3 % respectivement) pour attester de 1’utilité de cette séquence dans
les études au rang taxonomique de I’ordre (43).

L’ ADNr 28S est constitué de deux types de séquences : des segments structuraux relativement
conservés, et des segments hautement divergents appelés domaines D (44). Des différences
significatives entre espéces au sein de ces domaines variables ont été mises en évidence, seulement
dans le cas ou ces especes ne sont pas trop €loignées phylogénétiquement (45).

Les séquences ribosomiques codantes semblent plus appropriées pour les études
phylogénétiques (45-48). En effet, alors que les séquences ITS présentent certes 1’avantage d’étre
hautement divergentes entre taxons et d’étre entourées de séquences conservées, il est difficile de les
comparer par alignement du fait des variations intraspécifiques a la fois dans la taille et dans la
séguence. Au contraire, la longueur du géne 18S est relativement constante et présente également la
particularité de contenir a la fois des régions conservées et des régions divergentes (49) tout comme
le géne 28S.

B. Lesséquences mitochondriales

1. Les particularités de 'ADNm

Les mitochondries sont les organites cellulaires ou se déroulent les mécanismes de la
respiration cellulaire et de la production énergétique chez la plupart des organismes eucaryotes. Ces
organistes présentent la particularité de posséder leur propre systéeme génétique. Méme si la grande
majorité des protéines mitochondriales sont codées par le génome nucléaire, il persiste toujours un
génome mitochondrial codant notamment pour des protéines de la chaine respiratoire, des ARNrs et
des ARN de transfert (ARNt). Une des hypotheses pouvant expliquer la persistance de ce systeme
génetique distinct est le fait que la plupart des protéines non-ribosomiques codées par les
mitochondries sont de nature hautement hydrophobe. Leur transport a travers la membrane
mitochondriale depuis le cytoplasme serait alors trop colteux en énergie (50).
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L’ADNm est circulaire. Sa taille est relativement conservée chez les nématodes, le nombre
total de paires de bases étant compris entre 13 519 (chez Nematodirus spathiger) et 15 221 (chez
Mecistocirrus digitalus). Il code pour douze proteines : les trois sous-unités de la cytochrome oxydase
(cox1-3), six sous-unités de la nicotinamide déshydrogénase (nadl1-6) ainsi que la sous-unité 4L
(nad4L), le cytochrome b et la sixiéme sous-unité de 1’adénosine triphosphate (ATP) synthase (atp6) ;
deux ARNrs (la petite et la grande sous-unités ribosomiques) et vingt-deux ARNt. Il comprend
également deux régions non codantes (notées NC) (51-56). L’agencement des genes le long de la
molécule d’ADN correspond a I’ordre de transcription des génes. Cet ordre n’est pas le méme pour
tous les organismes du grand phylum des Nématodes. L’agencement présenté dans la figure 9 et
correspondant a 1’agencement du génome de Marshallagia marshalli, est commun a ’ordre des
Strongylidés. 1l s’agit de I’arrangement GA2 (57).

Marshallagia marshalli

13,891 bp

Figure 9 : Agencement du génome mitochondrial de Marshallagia marshalli. (55)
La nomenclature des génes reprend la nomenclature standard. Seuls les genes des 22 ARNt sont

représentés par la premiére lettre de 1’acide- aminé correspondant, avec un numéro permettant de
différencier les deux ARNt spécifiques de la leucine et de la sérine.

Dans le régne animal, I’ADNm est haploide, ce qui signifie que le génome mitochondrial est
présent en un seul exemplaire, contrairement a 1’ADN nucléaire qui est diploide. De plus, I’ADNm
est principalement issu des mitochondries maternelles du fait des processus de maturation des
spermatozoides et de I’oocyte qui éliminent les mitochondries paternelles. On parle d’hérédité
maternelle (58). Il en résulte que les variations observées dans les séquences nucléotidiques
mitochondriales sont en majorité issues de différences dans la fréquence et/ou la pression sélective
des mutations, et dans une moindre mesure, des différences de généalogie (59). Du fait du caractere
haploide et de la transmission maternelle, la quantité d’ADNm au sein d’une population est donc
inférieure a la quantit¢ d’ADN nucléaire. L’ ADNm est par conséquent plus sujet a la dérive génétique
et est donc plus variable que I’ADN nucléaire (60).

De plus, les mutations au sein de I’ADNm sont d’autant plus favorisées que la réplication de
I’ADNm est moins fidéle et qu’il n’y a pas de systéme de réparation comme pour le génome nucléaire.
Cela signifie que le génome mitochondrial évolue plus rapidement que le génome nucléaire. Il
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constitue donc un bon support pour 1’étude de phénomeénes évolutifs récents comme 1’apparition
d’une nouvelle espéce. En particulier, ’ADNm serait plus a méme de distinguer des especes
cryptiques, autrement dit des espéces ayant divergé il y a peu de temps. La variation interspécifique
est bien plus importante que la variation intraspécifique permettant une délimitation plus fiable des
espéces (61,62).

2. Les genes mitochondriaux d’intérét

Le gene cox1 code pour la sous-unité 1 du complexe cytochrome ¢ oxydase qui intervient dans
les réactions d’oxydo-réduction de la chaine respiratoire mitochondriale. La séquence nucléotidique
de ce gene posséde des régions relativement conservees qui en font un excellent support pour la
construction d’amorces universelles, qu’elles soient communes a plusieurs phylums (63) ou
specifiques des nématodes (64), permettant ainsi la récupération de cette séquence méme chez des
espéces inconnues. De plus, contrairement aux autres génes mitochondriaux, la variabilité de la
séquence en acide-aminés du gene cox1 est plus faible (59) du fait de son importance fonctionnelle.
Il en résulte qu’il est possible, a partir de 1’étude des substitutions dans la séquence en acide-amines,
de déterminer le phylum ou ’ordre d’un organisme non identifié, avant de déterminer ses rangs
taxonomiques inférieurs par I’étude des variations dans sa séquence nucléotidique (20). Associés aux
caractéristiques propres a I’ADNm que sont un taux d’évolution ¢élevé et une héritabilité maternelle,
le géne cox1 a été choisi comme marqueur génétique de référence pour le DNA barcoding (65,20).
Cependant, bien que le géne cox1 soit capable de différencier des especes entre elles, voire méme des
populations de parasites (51), ce résultat ne peut étre généralisé a 1I’ensemble des nématodes. En effet,
pour la sous-famille des Ostertagiinae par exemple, la divergence interspécifique au sein du géne
coxl n’est pas suffisante pour permettre de délimiter correctement toutes les espéces (66).

Les autres génes mitochondriaux freguemment employés sont les genes nad, en particulier le
géne nad4, qui codent pour des sous-unités de la nicotinamide déshydrogénase. Il s’agit d’une enzyme
également impliquée dans la chaine respiratoire mais dont la séquence en acides aminés est moins
conservée que celle des cytochromes oxydases (62). Il en résulte que la séquence en nucléotides est
beaucoup plus variable et est donc plus appropriée pour les études a 1’échelle de la population (61)
en conjonction avec d’autres marqueurs comme ITS-2 par exemple. Il a d’ailleurs été montré, pour
I’espece Haemonchus contortus notamment, une diversité génétique trés importante au sein des
populations de parasites associée a une faible différenciation selon leur origine géographique a
I’échelle du continent, indiquant un flux génique important entre ces populations. Au contraire, les
populations issues de continents différents montrent plus de différenciation génétique. Une
explication a cette homogénéisation génétique serait le mouvement des hotes entrepris par I’homme.
D’un point de vue épidémiologique, la conséquence de ce flux génique est la propagation plus rapide
de genes tels que les genes de résistance aux anthelminthiques (67—72). Chez les animaux sauvages,
étant donné qu’il y a moins de mouvements et moins de pression sélective liée aux anthelminthiques,
les populations de parasites seraient plus isolées génétiquement et donc plus différenciables (73). La
séquence nad4 a également servi pour déterminer les relations entre especes étroitement apparentées
telles que H. contortus et H. placei (19) ou H. contortus et Ashworthius sidemi, un nématode
hématophage également parasite des cervidés sauvages (74) ; ou encore pour statuer sur 1’identité
d’espeéces cryptiques avec notamment la différenciation de Teladorsagia boreoarcticus par rapport
au complexe cryptique T. circumcincta/T. trifurcata (68).
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CONCLUSION PARTIELLE

Les marqueurs génétiques aujourd’hui employés sont issus de deux sources: I’ADN
nucléaire, et plus particulierement I’ADNr ; et I’ADNm. Le choix de I’un ou de ’autre s’appuie sur
des analyses de variabilités intra- et interspécifique des sequences nucléotidiques correspondantes.
Du fait des propriétés inhérentes a I’ADNmM, ce dernier évolue plus rapidement que I’ADN nucléaire
et posséde donc une variabilité intraspécifique assez importante. 1l est donc plus propice pour les
¢tudes a I’échelle de la population, autrement dit entre des individus ayant une histoire évolutive tres
récente. Parmi les génes mitochondriaux, le gene cox1 a largement été employé parce qu’il posséde
tout de méme un certain degré de conservation lié a la fonction de la protéine codée. Un autre géne
mitochondrial souvent utilisé est le gene nad4 pour lequel le degré de variabilité intraspécifique est
assez éleve. Parmi I’ADN nucléaire, les études se sont essenticllement concentrées sur I’ADNr parce
qu’il est universel, présents en large quantité¢ dans le noyau et posséde un degré de variabilité
intraspécifique relativement faible comparé au degré de variabilité interspécifique. Les séquences
18S, 5.8S et 28S, parce qu’il s’agit de séquences codantes, restent trés conservées, méme entre
individus d’especes différentes. Les séquences ITS, au contraire, subissent moins de pression de
sélection. La variabilité au sein de ses séquences permet de distinguer des individus au rang de
I’espece.

Face a ces niveaux de variabilités, pouvant différer entre espéeces, il est conseillé de ne pas
utiliser un seul marqueur genétique mais de les combiner. De plus, les données moléculaires ne
peuvent seules résoudre la taxonomie des nématodes. Une approche intégrative incluant la
morphologie et I’écologie des espéces est recommandée.
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III. Les méthodes de séquencage de ’ADN
Le terme séquencage ici correspond a I’ensemble des processus et techniques depuis
I’extraction de I’ADN jusqu’a la détermination de sa séquence nucléotidique.

A. Le choix d’'une méthode

Il'y a plusieurs parameétres a prendre en compte dans le choix des méthodes de séquencage.
Tout d’abord, il y a la nature du résultat recherché. En effet, de nombreuses applications du
séquengage de I’ ADN sont possibles, ne se limitant pas a la simple identification du rang taxonomique
d’un organisme. Des outils de diagnostic ou encore 1’identification de facteurs de pathogénicité ou de
résistance aux médicaments sont également développés a partir de ses méthodes. Le résultat obtenu
peut étre de nature qualitative ou bien quantitative, lorsque 1’on recherche 1’abondance d’une espece
dans un milieu par exemple. Il peut s’agir de s’intéresser a une espéce ou un groupe d’especes en
particulier ou bien étudier la diversité d’une population. Le nombre d’échantillons a analyser est
également a prendre en considération, de méme que le temps et le co(t (75).

1994
PCR-RFLP appliquée a des
nématodes trichostrongyles (79)

2001
- 1986 PCR-multiplex : C. oncophora, H.
Premiere publication placei, O. ostertagi, O. radiatum, T.
publique sur la PCR (77) colubriformis (25)
----------------------------------------- 2060
1977 1993 2010 - aujourd’hui
Méthode de séquencage de PCR spécifique pour la distinction de Méthodes de séquencage haut-
Sanger (76) nématodes parasites de moutons (H. débit de seconde puis

contortus et T. colubriformis) (78) troisieme génération (82,83)

2002
gPCR : C. curticei, C. oncophora,
H. contortus, O. leptospicularis, T.
| colubriformis (81)

1998
PCR-DGGE pour la mise en évidence
de I’homogénéisation de séquences (H.
contortus) (80)

Figure 10 : Chronologie des différentes méthodes d’identification des Nématodes gastro-

i ~_intestinaux . S
Dans cette these, nous nous limiterons aux méthodes appliquées a 1’identification des

nématodes et plus particulierement des nématodes gastro-intestinaux des Caprinés (figure 10).
B. L’amplification de séquences d’ADN

1. Récupération de ’'ADN
L’étape préalable a toute analyse moléculaire est la récupération du matériel génétique a partir
des échantillons récoltés.

Outre I’élimination des débris cellulaires et autres contaminants, la purification des
échantillons nécessite également 1’élimination des inhibiteurs de la PCR. Ces derniers sont
naturellement présents et peuvent agir par inactivation de I’ADN polymeérase, enzyme nécessaire a la
réplication de I’ADN ; par dégradation ou capture des acides nucléiques, ou bien par interférence
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avec I’étape de lyse cellulaire (84). Une premiere étape de broyage peut étre obtenue par ajout d’un
mélange de sodium dodecyl sulfate et de protéinase K (55) ou par broyage mécanique. Par la suite,
différents kits de purification sont disponibles, utilisant divers procédeés : la chromatographie ionique
(les colonnes Nucleobond® de chez Macherey-Nagel, le QIAGEN Genomic-tip® de chez Quiagen)
ou la précipitation des protéines (le Wizard® Genomic DNA Purification Kit de chez Promega). Une
séparation par phase est également possible avec le phénol-chloroforme. Du fait de la grande
résistance de la cuticule des nématodes aux actions chimiques, enzymatiques et physiques, des
adaptations aux protocoles classiques peuvent étre nécessaires. Par exemple, le temps d’incubation
avec des protéinases K peut étre augmente, les étapes de centrifugation peuvent étre répétées, une
étape supplémentaire de précipitation des protéines peut étre ajoutée. Enfin une derniere étape de
purification consiste en I’ajout d’isopropanol qui va permettre la précipitation et donc la concentration
de I’ADN (85).

La quantité de matériel génétique récupérée doit étre suffisamment importante pour permettre
une bonne spécificité et sensibilité des analyses ultérieures.

2. Le principe de la PCR

La proportion d’ADN codant est souvent infime par rapport a ’ADN non-codant, ce qui
implique que la séquence des genes d’intérét est souvent noyée dans le reste des séquences
nucléotidiques. D’autre part, la quantité d’ADN dans un échantillon est souvent trop faible pour
pouvoir étre analysée telle quelle. Les scientifiques ont donc mis au point des techniques permettant
d’augmenter le nombre de copies de ces genes : c’est le principe du clonage. Parmi ces techniques,
la PCR permet I’amplification in vitro de n’importe quel segment spécifique d’une ou plusieurs
molécules d’ADN pouvant étre présentes en faible quantité. Cette technique automatisée est rapide
et efficace puisqu’elle permet la production de milliards de copies en quelques heures alors que les
méthodes précédentes pouvaient prendre plusieurs jours. Le principe de la PCR repose sur la
répétition cyclique d’une réplication ciblée de I’ ADN associée a des variations de température (figure
11).
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Figure 11 : Schéma du principe de la PCR (86)

Un cycle ne dure que quelques minutes et est composé de trois étapes :

- une premiere étape de dénaturation au cours de laquelle le mélange réactionnel contenant les
molécules d’ADN est chauffé afin de séparer les brins d’ADN ;

- Un refroidissement permet ensuite la fixation d’amorces sur I’ADN. Ces amorces correspondent a
de courtes molécules d’ADN monocaténaire (15 a 30 nucléotides) dont la séquence est
complémentaire de ’extrémité 5’ de la séquence d’intérét ;

- une ADN polymérase permet ensuite la synthése du reste de la séquence de nucléotides. Cette ADN
polymérase présente la particularité d’étre thermostable puisque dans le cas contraire, elle serait

dénaturée en méme temps que I’ADN a la premiére étape.

Les produits obtenus sont ensuite separés par électrophorese en fonction de leur charge
électrique et de leur taille et sont visualisés sous ultra-violets aprés ajout de bromure d’éthidium.

A la fin de chaque cycle, le nombre de molécules d’ADN est doublé. Ce n’est qu’au bout du
troisiéme cycle que des molécules correspondant exactement a la séquence d’intérét sont créées.
Ainsi, apres 33 cycles, le mélange contient environ un milliard de copies de la séquence d’intérét
(86).
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3. Les parametres de la PCR
La température optimale pour chaque étape est indiquée par le fabricant du thermocycleur
utilisé. Elle est généralement supérieure a 90°C pour I’étape de dénaturation, entre 55°C et 60°C pour
I’étape d’hybridation et autour de 70°C pour 1’étape d’élongation (87).

La spécificité de la PCR réside dans le choix des amorces : la séquence doit étre assez
grande pour pouvoir se fixer sur ’ADN mais assez courte pour ne s’intéresser qu’a la séquence
d’intérét. En général, la longueur des amorces n’excéde pas 30 nucléotides. Pour certaines
applications, I’amorce doit correspondre exactement a la séquence d’intérét. Mais pour d’autres
applications, pour lesquelles la séquence recherchée n’est pas entiérement connue ou pour
I’identification d’éventuelles mutations, I’amorce peut ne pas étre exactement identique et méme
intentionnellement différente. 1l est préférable que les différences se localisent au niveau de
I’extrémité 5’ de ’amorce et non au niveau de I’extrémité 3’ afin de ne pas perturber la fixation de
I’ADN polymérase. Outre la spécificité avec la séquence d’intérét, un des paramétres a prendre en
compte dans la détermination de la séquence nucléotidique de 1’amorce est la conformation de la
structure secondaire. En effet, la succession de bases pyriques ou pyrimidiques est a 1’origine de
boucles dans la structure secondaire pouvant rendre la fixation a I’ADN plus incertaine. D’autre part,
lorsque des amorces différentes sont présentes dans le mélange réactionnel, il faut veiller a ce
qu’aucune ne puisse s’hybrider avec une autre et €tre a ’origine de produits d’amplification non
souhaités. Cela peut avoir lieu notamment lorsque les extrémités 3’ de deux amorces sont
complémentaires, I’ADN polymérase entreprenant alors 1’élongation de chaque amorce jusqu’a la fin
de I’autre comme présenté dans la figure 12 (87). La composition en nucléotides de la séquence de
I’amorce et sa longueur vont également influencer la température d’hybridation (88,87).

Fixation de ’'ADN
polymérase

Amorce A

Figure 12 : Schéma d’un dimére d’amorces

Plusieurs paramétres peuvent étre sources d’erreurs intrinséques a la technique de PCR. Tout
d’abord, il apparait évident que plus la quantité de matériel génétique au départ est faible, plus le
risque de générer des erreurs est important. De méme, plus le nombre de cycles est élevé, plus il est
possible de multiplier une erreur commise lors de cycles précédents. Le choix de I’ADN polymérase
est également important puisqu’elles ne présentent pas toutes la méme fiabilite, illustrée par le taux
d’erreur par nucléotide par cycle. Certaines posseédent d’ailleurs la capacité de relire dans le sens 3’-
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5’1a séquence de nucléotides nouvellement synthétisée, de repérer des erreurs d’appariement et de les
corriger par excision du nucléotide mal apparié : on parle de « correction d’épreuve ». Cette aptitude
diminue bien évidemment le taux d’erreur possible. La composition du milieu réactionnel est
également importante : la concentration des quatre désoxyribonucléotides, qui doit étre équivalente ;
le pH et la concentration en ions magnésium. Enfin, la composition en nucléotides de la séquence
d’intérét influe sur le type de mutation possible. En effet la probabilité de mauvais appariements entre
deux bases puriques est plus élevée qu’entre deux bases pyrimidiques ou entre une base purique et
une base pyrimidique (87,89).

4. Les méthodes basées sur le principe de la PCR
La méthode de la PCR a par la suite été couplée a d’autres techniques afin de mieux
caractériser les produits obtenus tout en gardant la capacité de travailler a partir de petites quantités
de matériel génétique.

La technique de PCR - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) ou
polymorphisme de longueur des fragments de restriction fut I’'une des premiéres a étre développée.
Des produits de PCR obtenus a partir d’espéces ou de populations différentes sont digérés par des
enzymes de restriction spécifiques, ¢’est-a-dire dont le site de restriction est connu pour étre localisé
dans une séquence d’intérét, comme la séquence d’ADN nucléaire ITS-2 (79). Les fragments alors
obtenus sont séparés selon leur taille par électrophorese. Ainsi les variations dans les séquences ADN,
et donc dans la position des sites de restriction, sont mises en évidence par des profils
électrophorétiques différents.

Néanmoins, I’un des inconvénients de la technique de PCR-RFLP est I’existence de variations
intraspécifiques au sein des sites de restriction, a 1’origine d’erreur d’interprétation des fragments.
Diverses méthodes ont alors été développées pour mettre en évidence ces mutations, parmi lesquelles
se trouve la PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) ou électrophorése sur gel
en gradient dénaturant. Les produits de PCR sont introduits dans un gel de polyacrylamide et soumis
a un gradient d’agents dénaturants a haute température. La position sur le gel a partir de laquelle la
molécule d’ADN commence a étre dénaturée dépend de sa composition en nucléotides et non de sa
longueur. Ainsi des fragments ayant la méme taille mais qui different de par leur séquence en
nucléotides, méme pour une seule base, ne seront pas localisés a la méme position sur le gel (80).

En parallele de ces méthodes se développe la technique de la PCR en temps réel ou PCR
quantitative (QPCR). L’un des intéréts de cette technique par rapport aux autres est que toutes les
étapes peuvent étre réalisées dans un « tube fermé » car elle ne nécessite pas d’étape supplémentaire
de caractérisation des produits d’amplification pouvant étre source de contamination. Le principe est
le suivant : un marqueur fluorescent est incorporé a la synthese de chaque produit PCR, permettant
ainsi de mesurer en temps reel le nombre de copies synthétisées a chaque cycle. Le nombre de cycles
de PCR nécessaire pour atteindre un certain seuil de fluorescence est relevé. Il s’agit de ce I’on nomme
la valeur « Ct » pour « Crossing threshold » qui signifie « seuil de franchissement ». Cette valeur est
lice a la quantitt d’ADN initiale par la formule: quantité d’ADN seuil =
quantité d'ADN initiale X 2¢; puisque la quantité d’ADN double a chaque cycle en théorie. Le
résultat peut alors étre quantitatif lorsque 1’on s’intéresse a un échantillon ou bien semi-quantitatif
lorsque plusieurs échantillons sont analysés, pouvant inclure un échantillon dont la quantité initiale
d’ADN est connue. Les composés fluorescents utilises tels que le SYBR Green | par exemple sont
capables de se fixer sur n’importe quelle molécule d’ADN double brin du mélange, c¢’est-a-dire aussi
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bien la séquence cible amplifiée que les éventuels dimeres d’amorces ou des séquences non cibles.
Pour pallier a ce probléme, une analyse des courbes de fusion peut étre réalisée. Il s’agit d’une étape
supplémentaire a la PCR au cours de laquelle le mélange est chauffé. Les amplicons, alors sous forme
double brin, sont tous fixés par le compose fluorescent SYBR Green. Au fur et a mesure que la
température augmente, ’ADN se dénature et libere le SYBR Green qui n’émet alors plus de
fluorescence. La température de dénaturation d’un brin d’ADN dépend de la composition en
nucléotides de sa séquence. Ainsi la courbe de fusion, qui représente la fluorescence en fonction de
la température, est spécifique d’une molécule d’ADN. Des courbes de référence peuvent étre établies
pour des espéces dont la sequence nucléotidique est connue (90). Une autre alternative peut étre
I’utilisation de sondes fluorescentes spécifiques. En effet, ces sondes correspondent a de courtes
séquences nucléotidiques qui, contrairement aux composé€s fluorescents, s’hybrident spécifiquement
avec la sequence ADN souhaitée. Des sondes peuvent donc étre utilisées pour mesurer I’amplification
d’une séquence ADN d’une espéce ou d’un genre en particulier (81).

Les méthodes décrites précédemment permettent la différenciation d’une seule espece a la
fois, si bien que pour analyser un mélange de parasites, situation la plus fréquente de co-infection, il
est nécessaire de réaliser des réactions seéparées, ce qui augmente considérablement le temps de
d’analyse. La méthode de PCR multiplexe utilise une combinaison d’amorces spécifiques différentes
pour identifier simultanément plusieurs espéces dans un méme échantillon. L’efficacité et la fiabilité
de cette technique dépendent de la concentration en amorces et en ADN : plus la concentration en
ADN est faible par rapport a la concentration en amorces, plus les erreurs d’amplification sont
fréquentes. De plus, I’affinité des amorces et la taille des fragments amplifiés sont variables en
fonction des espéces, ce qui peut étre a ’origine d’un biais d’amplification (25,41,81). Du fait de
I’existence de variations intra- et interspécifiques ainsi qu’intra-individuelles, il est recommandé de
tester la spécificité propre a chaque amorce utilisée dans le format multiplex, avant application dans
une région géographique différente (90). Autrement dit, il serait nécessaire de créer un lot d’amorces
specifiques d’une région donnée et non réutiliser celles provenant d’études menées dans d’autres pays
(92).

Sur le principe de la PCR multiplexe, une autre méthode a été développée : la PCR multiplexe
en tandem (MT-PCR). Le protocole expérimental se décompose en deux étapes : une premiére étape
d’amplification de I’ADN en présence du mélange d’amorces (PCR multiplexe standard) mais limitée
a 10-15 cycles ; puis une seconde étape d’amplification de chaque séquence cible dans des réactions
distinctes. Le nombre limité de cycles de la premiére étape permet d’enrichir le milieu en séquences
cibles tout en limitant les interactions entre amorces pouvant étre a 1’origine de la production de
sequences artéfactuelles ou de biais d’amplification. De plus, une étape de dilution précede la seconde
¢tape d’amplification afin de diminuer la quantité d’inhibiteurs de PCR. La MT-PCR aspire donc a
limiter les risques d’amplifications non spécifiques par cette deuxiéme étape de réactions en tandem.
Un autre argument avancé est 1 utilisation d’un nombre limité de marqueurs de fluorescence. En effet,
dans une PCR multiplexe classique, la différenciation des séquences cibles est permise par
I’utilisation de sondes émettant une fluorescence de longueurs d’onde différentes. Or de telles sondes
sont cotiteuses et requiert 1’utilisation de thermocycleurs @ multiples canaux. Tres souvent le nombre
de canaux de longueurs d’onde différentes est de quatre a six, limitant ainsi le nombre d’espéces ou
de genres pouvant étre identifie en méme temps (92,93).

Enfin, une derniére technique assez récente se base sur la présence de sites polymorphiques
uniques entre des séquences. Une premiere PCR cible une portion de I’ADN qui posséde des régions
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conservées parmi plusieurs genres de nématodes gastro-intestinaux d’intérét (région ITS-2). Puis une
méthode de « mini-sequencing SNaPshot » est appliquée. Elle consiste a hybrider une seule amorce
a I’intérieur des séquences obtenues lors de la premiére étape et a allonger ces amorces d’un seul
nucléotide. Le mélange réactionnel contient des nucléotides A T C et G marqués chacun d’un
fluorochrome différent. Les fragments, trés courts (séquence d’une amorce allongée d’un nucléotide),
sont separés par électrophoreése selon leur poids puis identifies grace a la fluorescence. Au final, les
fragments ne différent entre eux que d’un seul nucléotide qui correspond a un site de polymorphisme
unique. In silico, I’alignement de séquences de référence avait permis de repérer ces sites ou seul un
nucléotide difféere. Les amorces sont ensuite créées pour s’hybrider a gauche de ces sites. Cette
méthode est particulierement intéressante lorsque la séquence compléte de 1’amplicon n’est pas
recherchée. Cela réduit la quantit¢ de données a traiter. De plus, il est possible d’appliquer cette
méthode en format multiplex, c’est-a-dire en mélangeant différentes amorces. Dans ce cas, la
présence de deux amorces de méme taille peut étre problématique. Mais il est possible de rajouter, au
moment de la fabrication des amorces, une queue poly-C (fragment composé unigquement de
cytosines) qui ne s’hybridera pas sur la cible mais qui fournira un profil de migration différent,
permettant ainsi de distinguer les deux fragments.

C. Leséquencage
Le terme séquencage est cette fois-ci employé pour désigner les techniques permettant de
déterminer la séquence nucléotidique.

1. Les méthodes de séquencage

Historiquement, la méthode de Sanger (76) est une méthode capitale puisqu’elle a permis les
premiers séquencages de génomes complets, dont celui de Caenorhabditis elegans en 1998 (94). Le
principe repose sur I’utilisation de didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP). Une séquence
nucléotidique est constituée d’une succession de nucléotides liés entre eux par une liaison
phosphodiester. Les ddNTP correspondent a des nucléotides modifiés pour lesquels il manque un
groupement hydroxyle OH au niveau du carbone 3’. Lorsqu’un ddNTP est incorporé dans un
fragment, I’absence du groupement OH empéche la formation d’une liaison phosphodiester et stoppe
la synthése. On parle de méthode de terminaison de chaine. Quatre réactions de séquencage sont ainsi
menées en paralléle dans quatre tubes distincts, chacun contenant la méme amorce qui se lie a
Iextrémité 5° du brin d’ADN que I’on souhaite séquencer, les quatre désoxyribonucléotides
triphosphates (ANTP) et un seul type de ddNTP marqué par une fluorescence. Au cours du
séquengage, I’incorporation d’un ddNTP intervient de maniére aléatoire. Au final, dans un méme
tube, toutes les copies d’ADN synthétisées sont interrompues par le méme nucléotide. Les fragments
obtenus sont ensuite séparés selon leur taille sur un gel de polyacrylamide. Un deétecteur de
fluorescence permet de déterminer la nature du nucléotide qui termine chaque fragment et ainsi
reconstituer la séquence ADN d’intérét (95).

Les progrés technologiques sont tels qu’il existe désormais des méthodes bien plus
performantes de séquengage. Il s’agit des nouvelles technologies de séquencage a trés haut débit ou
« next-generation high-throughput DNA sequencing technologies » (NGS). Elles répondent aux
besoins d’analyser un trés grand nombre de séquences ADN simultanément avec des techniques
simples, relativement rapides et peu colteuses. Les fragments synthétisés sont assez courts : de 30 a
250 paires de bases. Ces techniques s’appliquent notamment a 1’étude de la variabilité génétique et
au polymorphisme de nucléotide simple (SNP pour Single Nucleotide Polymorphism en anglais) au
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DNA barcoding et aux études de métagénomique ou métagénétique. Ces derniéres consistent a étudier
I’ADN d’une communauté d’espéces, soit un mélange d’espéces, directement prélevées dans leur
milieu naturel et a en comprendre 1’abondance relative en lien avec les interactions interspécifiques
mais aussi avec leur environnement.

On a tout d’abord les technologies dites de seconde génération, la méthode Sanger étant
considérée comme la technologie de premiere génération. Chacune d’entre elles est définie par une
combinaison de méthodes de préparation du substrat, c’est-a-dire des brins d’ADN a séquencer ; de
séquencage et d’imagerie ; et enfin d’analyse des données. La préparation du substrat consiste a fixer
sur un support solide ou plateforme, soit des molécules uniques d’ADN soit de multiples réplicas
obtenus par amplification par PCR. L’avantage principale des molécules uniques d’ADN est qu’elles
ne font pas appel a la technique de PCR, évitant ainsi les biais d’amplification et I’incorporation
d’erreurs pouvant étre considérées a tort comme des mutations. L’étape suivante consiste a sé€quencer
les substrats précédents et a déterminer la séquence de nucléotides par des techniques d’imagerie. Le
principe général de cette étape repose sur 1’incorporation de nucléotides ou de sondes longues de
quelques nucléotides seulement, identifiables grace a un fluorophore. A chaque cycle, la chaine de
nucléotides est rallongée d’un seul nucléotide ou d’une seule sonde a la fois et dont la composition
est déterminée grace a la fluorescence émise. L’¢longation de la chaine peut étre interrompue puis
reprise grace a I’utilisation de terminateurs réversibles. Le procédé s’ inspire des ddNTP de la méthode
de Sanger mais dans le cas des NGS, il y a une étape supplémentaire de clivage éliminant la fonction
de blocage et permettant ainsi la fixation d’un nouveau nucléotide et donc la poursuite de 1’¢longation.
Ensuite, selon 1’objectif recherché mais aussi le colt, le travail et le temps disponibles, les séquences
sont alignées avec des séquences de référence ou bien assemblées de novo, c’est-a-dire pour
reconstituer le génome (82).

Il existe aujourd’hui des technologies dites de troisiéme génération, encore peu utilisées. Les
avantages principaux par rapport aux technologies précédentes sont un rendement plus important,
I’acquisition de longues séquences ADN (3 000 a 15 000 paires de bases voire plus de 100 000 paires
de bases) limitant les gaps ou lacunes lors de la reconstitution des génomes entiers, une meilleure
précision permettant la détection de rares variants, et enfin un moindre coit de mise en ceuvre. De
plus, I’une des avancées majeures de ces technologies est que la synthése de la molécule d’ADN n’est
pas interrompue pour déterminer la nature de chaque nucléotide incorporé mais le décryptage se fait
en temps réel. En contrepartie, le taux d’erreurs est assez éleve (95) et les plateformes adaptées pour
ce type de technologie sont encore peu nombreuses. De plus, il n’y a pas encore d’application pour
les nématodes gastro-intestinaux.

Ces technologies sont donc capables de générer une quantité tres importante de données
génetiques dont le plus difficile est, au final, le traitement bio-informatique et le stockage. C’est
pourquoi la méthode de Sanger n’est pas entiérement abandonnée au profit de ces nouvelles
technologies et est encore mise en ceuvre lorsque peu de compétences bio-informatiques sont
requises ; un petit nombre de séquences étant plus facile a analyser (75).

2. Repérer des erreurs dans une séquence de nucléotides
Comment savoir si le changement de nucléotides identifié est bien issu d’une mutation et non
d’une erreur de séquengage ? Pour étre capable d’opérer une telle distinction, il faut connaitre les
sources d’erreurs possibles et leur probabilité d’occurrence. Les sources d’erreurs sont multiples et
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peuvent provenir de la séquence elle-méme ou bien de la technique, que ce soit pour I’amplification
ou le séquencage.

La séquence elle-méme peut étre source d’erreur. Des phénomeénes d’intégration de séquences
d’ADNm dans le genome nucléaire ont été décrit chez de nombreuses espéces Eucaryotes. On parle
de pseudogenes mitochondriaux nucléaires ou numts (nuclear mitochondrial pseudogenes en
anglais). Ces copies non fonctionnelles de I’ADNm peuvent avoir divergé de leur séquence initiale.
Or étant susceptibles d’étre co-amplifiées avec de I’ADNm orthologue, elles peuvent étre a 1’origine
d’une surestimation de la variation de I’ADNm (96). La fréquence et la taille des numts ne semblent
pas corrélées a la taille du génome mitochondrial ou nucléaire. De plus, il a été montré chez
Caenorhabditis elegans que ce phénomene était plutét rare voire absent (97). Néanmoins, ce résultat
ne peut étre généralisé a I’ensemble du phylum des Nématodes puisque des numts ont été identifies
au sein d’individus de la famille des Ostertagiinae (66). Les numts peuvent étre identifiés par la
présence d’indels (insertions ou délétions) et de codons stop et par un biais de composition de la
séquence (pourcentage en base AT supérieur a la moyenne par exemple). Cependant 1’identification
de ces numts n’est pas toujours possible et évidente et demande du temps, ce qui va a I’encontre des
principes du barcoding comme méthode rapide a mettre en ceuvre (96).

Un autre phénomeéne susceptible d’impacter la variabilité de ’ADNm est la contamination par
des bactéries symbiontes. Ces bactéries, présentes a I’intérieur des cellules, sont transmises par les
femelles a leur progéniture dans les cellules embryonnaires et sont capables d’induire un biais de
sélection. En effet, la sélection agit en faveur de la transmission des cellules comportant ces
symbiontes et favorise donc la transmission de 1’haplotype ou ensemble des génes associés a ces
cellules. Lorsque I’infection est bien établie au sein d’une population, I’haplotype associé a I’ADNm
original est completement remplacé par I’haplotype de I’ADNm li¢ au symbionte. Les conséquences
d’un tel biais peuvent étre une augmentation ou une diminution de la diversité¢ de I’ADNm. Dans le
cas d’une infection récente ou de la propagation d’une infection, la variabilité¢ de I’ADNm a tendance
a diminué du fait de ’homogénéisation des haplotypes. Au contraire, lorsque différentes souches ou
espéces de symbiontes infectent une méme population, la diversité génétique peut s’accroitre du fait
de la présence de différents haplotypes. Cela peut donc entrainer des erreurs d’interprétation de la
variabilité des séquences génétiques en considérant a tort deux populations comme deux especes
différentes ou bien comme une seule et méme espéce. Cette contamination par des bactéries
symbiontes est répandue chez les Arthropodes et pourrait étre généralisée a 1’ensemble des
invertébrés, dont les Nématodes (66). La mise en évidence d’une telle contamination ne peut étre
envisagée par PCR du fait de la diversité des especes bactériennes pouvant étre impliquées. Seule une
dissection des ovaires des femelles puis une observation au microscope permettrait d’attester
I’absence ou la présence de telles bactéries. Encore une fois, cette vérification demande du temps
(98).

Les sources d’erreurs intrinséques a la technique de PCR abordées au paragraphe 11.B.3.
correspondent aux erreurs liées au paramétrage de la technique. L’expérimentateur est donc capable
de corriger ou du moins limiter ces erreurs en adaptant les paramétres. Pour rappel, il s’agit de la
quantité de matériel génétique au départ, la composition en nucléotides de la séquence d’intérét et de
I’amorce, le choix de I’ADN polymérase, le nombre de cycles et la composition du milieu réactionnel.
Trés souvent, une erreur d’incorporation par I’ADN polymérase est écartée par le fait que le taux de
différences observé est supérieur au taux d’erreurs de la polymérase utilisée. Les parameétres de la
PCR influencent également la probabilité de générer des produits dits chimériques. Ces produits
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résultent de 1’¢longation incompléte d’un fragment au cours d’un cycle. Ce fragment s hybride
ensuite avec un autre brin matrice au cours du cycle suivant. La séquence du produit obtenu est alors
issue de deux brins matrice distincts. De plus, les modifications de température au cours de la PCR
peuvent étre a I’origine d’une désamination de la cytosine et ainsi induire une substitution des bases
C en bases T (89,99).

Les technologies de séquencage de nouvelles générations cumulent les erreurs liées a
I’amplification des séquences lors de la préparation des plateformes et les erreurs lors du séquengage
et de I’analyse par imagerie. Ce niveau d’hétérogénéité artéfactuel fixe donc une limite assez haute
et en-dessous de laquelle les rares variants ne peuvent étre identifiés, ce qui est problématique lors de
la distinction d’espéces relativement apparentées.

Une étape supplémentaire visant a déterminer la séquence nucléotidique de quelques produits
finaux est suggérée (87,89). Or il apparait difficile de distinguer une erreur de séquengage d’une
mutation par la simple comparaison de plusieurs produits. En effet si I’erreur d’incorporation
intervient au cours des premiers cycles de la PCR, le nombre de produits finaux arborant cette erreur
sera trés important. L’argument selon lequel plus la fréquence d’une différence a un méme site est
élevée, plus la probabilité que ce soit une mutation réelle est élevée ne sera pas valable. Une solution
serait de comparer des produits issus de PCR distinctes. Dans ce cas, la co-occurrence de variations
aux mémes emplacements peut s’expliquer par une mutation réelle et non une erreur de séquengage
(34). Une autre solution développée est le séquencage indépendant des deux brins de la molécule
d’ADN, distinguables gréce a des séquences types a chaque extrémité : il s’agit de la méthode de
Duplex Sequencing (figure 13) (100).
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Figure 13 : Schéma du principe de la méthode de Duplex Sequencing (100)

Il existe encore d’autres méthodes ayant été développées récemment et dont 1’objectif est
d’identifier les rares variants génétiques, c’est-a-dire ceux dont la fréquence est assez faible pour étre
confondue avec des erreurs de séquencage (101-103).

D’autre part, les numts ou la présence d’une bactérie symbionte peuvent concerner un nombre
variable d’individus dans une population. Leur impact dépendra alors de la fréquence
d’échantillonnage. Une faible taille d’échantillon est plus a méme de sélectionner ce type d’erreur ou
au contraire de passer a coté. Une grande taille d’échantillon présente 1’avantage d’inclure ce type
d’erreur mais des vérifications sont alors nécessaires pour les identifier.
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Conclusion de la partie |

L’identification des espéces de nématodes gastro-intestinaux par 1’étude de leurs caractéres
morphologiques présentent de nombreux inconvénients dont le temps et le niveau d’expertise
nécessaires, ce dernier rendant la méthode difficilement standardisable ; 1’existence d’espéces
polymorphiques ou cryptiques, la possibilité d’hybridation.

L’ADN apparait au contraire comme une molécule stable et dont la séquence renferme un
certain nombre d’informations. Ainsi les études moléculaires offrent de nouvelles perspectives en
matiere d’identification et de classification taxonomique en développant des marqueurs génétiques
d’identification. Plusieurs génes ont été etudiés afin de déterminer leur potentiel comme marqueur
génétique d’espéce. Parmi I’ADN nucléaire, les régions ITS-1 et ITS-2 présentent les taux de
variabilité inter- et intraspécifiques les plus intéressants pour distinguer des espéces entre elles. Le
niveau de variation plus important des séquences mitochondriales, telles que cox1 et nad4, est plus
approprié pour distinguer des individus ayant une histoire évolutive assez récente. Autrement dit ces
séquences sont plus appropriées pour 1’étude des populations. Néanmoins, la mise en évidence de
variations intraspécifiques mais aussi intra-individuelles limitent I’emploi de ces séquences comme
marqueur unique d’identité. Pour une identification plus fiable, I’utilisation de plusieurs marqueurs
génétiques est recommandée.

De plus, Iinterprétation des différences entre séquences peut étre erronée. En effet, les
technologies permettant de récupérer la séquence nucléotidique, que ce soit I’amplification par PCR
ou le séquencage sensu stricto, peuvent étre sources d’erreurs par 1’incorporation incorrectes de
nucléotides. Ainsi une différence entre des séquences sera interprétée a tort comme une mutation. De
plus, la séquence au sein de I’organisme méme peut étre erronée par 1’intégration de séquences non
homologues (cas des pseudogénes mitochondriaux nucléaires) ou bien non représentative de I’espece
ou méme de la population du fait de biais de transmission entre générations (cas des infections par
des bactéries symbiontes). Toutes ces sources d’erreurs possibles suggerent 1’association de la
méthode moléculaire avec d’autres méthodes, morphologiques par exemple, pour une identification
plus fiable des espéces.
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PARTIE 2 : ANALYSE BIO-INFORMATIQUE DE SEQUENCES
NUCLEOTIDIQUES DE NEMATODES GASTRO-INTESTINAUX
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I. Introduction

Le phylum des Nématodes est I’un des phylums les plus étudiés avec environ 25 000 a 26 000
espeéces décrites. Pourtant, cela ne représenterait qu’un quart des espéces présentes sur Terre (104).
Les Nématodes, et en particulier les nématodes gastro-intestinaux, se retrouvent trés souvent en
situation de co-infection au sein d’un méme hote. Ainsi les études sur la biologie et 1’épidémiologie
de ces parasites nécessitent d’étre capable de pouvoir distinguer les especes entre elles au sein d’un
méme échantillon. Etant données les difficultés inhérentes aux méthodes morphologiques,
biochimiques et/ou immunologiques d’identification, une approche moléculaire semble prometteuse.
La premiére partie de cette thése a permis d’aborder les marqueurs moléculaires ou génétiques ainsi
que les outils capables d’identifier des espéces de nématodes gastro-intestinaux.

Les données moléculaires sont regroupées dans des bases de données dont la plus importante
est « GenBank », gérée par le National Center of Biology Information (NCBI). 1l s’agit d’une base de
données publique de séquences de nucléotides accessibles a tous (www.ncbi.nlm.nih.gov). Elle est
en lien avec d’autres bases de données : la European Molecular Biology Laboratory Nucleotide
Sequence Database (EMBL-Bank) et la DNA Data Bank of Japan (DDBJ) ; de facon a fournir des
données uniformes et completes au niveau mondial. D’autres bases de données plus spécifiques aux
nématodes existent telles que celle créée par le laboratoire Blaxter de 1’Université d’Edinburg
accessible via le site internet : www.nematodes.org/ ; WormBase (www.wormbase.org/) ou encore
NemaBiome (www.nemabiome.ca/). Toutes ces bases de données ont pour objectif de concentrer les
informations, projets de recherche, outils d’exploitation en rapport avec les Nématodes. Néanmoins,
il s’agit souvent de bases isolées les unes des autres de sorte que chacune peut comporter des données
différentes. Ainsi GenBank apparait comme une banque plus généraliste mais ou se retrouve toutes
les informations de chacune des banques spécialistes.

L’objectif de I’étude menée sur les nématodes gastro-intestinaux des Caprinés de la réserve
zoologique de la Haute Touche était de pouvoir identifier les especes de parasites en cause pour
améliorer les plans de traitements antiparasitaires. Un protocole d’autopsie parasitaire avait été
proposé afin de collecter des nématodes adultes et ainsi tenter d’identifier jusqu’au rang de 1’espéce.
Pour aller encore plus loin et en employant une approche moléculaire de caractérisation, il serait
intéressant de récupérer les séquences génétiques de ces parasites et de les comparer avec des
séquences issues des bases de données mentionnées précédemment. Cela permettrait notamment de
déterminer I’espéce pour laquelle I’identification morphologique reste difficile, méme au stade adulte.
De plus, des amorces pourraient étre construites a partir des séquences récupérées et des séquences
homologues dans les bases de données et ainsi créer un outil de diagnostic spécifique des
communautés de nématodes gastro-intestinaux des Caprinés de la réserve zoologique de la Haute
Touche.

Une étape préliminaire a ce travail et qui constitue I’objectif de cette seconde partie est de
déterminer si les données et outils moléculaires disponibles aujourd’hui sont en nombre suffisant pour
pouvoir décrire la diversité d’espéces au sein d’une telle communauté de parasites nématodes. Pour
cela, un inventaire des données moléculaires disponibles dans GenBank est realisé pour les espéces
identifiées comme appartenant au groupe des nématodes gastro-intestinaux des Caprinés. Dans un
second temps, les marqueurs génétiques utiles et les stratégies d’identification moléculaire appliquées
sont déterminées. Enfin la spécificité de ces outils est vérifiée in silico.
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II. Matériels et méthodes

A. Inventaire des espéces de nématodes gastro-intestinaux
L’inventaire des espéces de parasites retenues a été fait a partir de six références
bibliographiques (8,105-109). Une espéce est sélectionnée lorsqu’elle remplit les critéres suivants :

- espéce infestant un héte appartenant au groupe des Caprinés domestiques et sauvages parmi
lesquels Capra hircus (la Chevre), Ovis aries (le Mouton), Rupicapra rupicapra (le Chamaois),
Ovis musimom (le Mouflon Corse), Capra ibex (le Bouquetin des Alpes), Ammotragus lervia
(le Mouflon a manchettes).

- espece considerée comme appartenant au groupe des nématodes gastro-intestinaux c’est-a-
dire appartenant au phylum des Nématodes et dont la localisation chez 1’hote correspond a un
organe du tube digestif : rumen, reticulum, omasum, abomasum, intestin gréle, gros intestin,
caecum.

B. Récupération des données de GenBank

Pour chaque taxon, les informations suivantes sont récoltées a partir de la base de données
« Taxonomy » de GenBank et répertoriées dans un tableau Excel : le «ID taxonomy », la
classification taxonomique (homs scientifiques de famille, genre, espéce) et le nombre de séquences
de nucléotides disponibles dans GenBank. La date de la recherche est également mentionnée puisque
le nombre de séquences nucléotidiques est susceptible de varier dans le temps du fait de nouvelles
publications. Pour une meilleure compréhension, ce tableau est par la suite désigné sous le nom de
« tableau des especes de nématodes gastro-intestinaux des Caprinés ».

Pour chaque espéce dont le nombre de séquences disponibles est relativement faible, les
informations suivantes sont récupérées manuellement pour chaque séquence, a partir de la base de
données « Nucleotide » de GenBank et avec I’affichage « GenBank » : le numéro d’accession, le nom
du géne ou du transcrit ou de la protéine correspondante en précisant si la séquence est compléte ou
partielle (champ DEFINITION), la longueur en paires de bases, 1’espéce-hdte ou elle a été détectée
(champ FEATURES > source > host), le pays ou le parasite a été récolté (champ FEATURES >
source > country), le « Digital Object Identifier » (DOI) de la publication correspondante dans le cas
ou elle a été publiée et est disponible (champ JOURNAL). Une analyse de la publication est parfois
nécessaire afin de récupérer les informations manquantes. Cette table est par la suite désignée sous le
nom « table des séquences GenBank ».

L’organisation ainsi que la signification des données GenBank sont présentées en annexe 1.

C. Extraction et bilan des données sur les marqueurs génétiques

La premiére partie de cette thése a permis d’identifier les régions codantes ou non de ’ADN
pouvant avoir un intérét comme marqueur génétique d’identification. Elles appartiennent soit a
I’ADNr : 18S, ITS-1, 5.8S, ITS-2, 28S ; soit a ’ADNm : cox1 et nad4. L’extraction et le bilan des
données sont réalisés avec le logiciel R, et en particulier les packages de la suite tidyverse, par
exemple le package stringr, qui facilitent I’analyse des données de type « caractere » (110,111). Les
séquences incluant les marqueurs génétiques cités précédemment sont dénombrées pour chaque
espece a partir de la table des sequences GenBank.
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D. Stratégies d’identification moléculaire

Par la suite, on s’intéresse particuliérement a la région ITS-2. En effet, au 11.A.2. de la revue
bibliographique de la premiére partie de cette these, on a montré qu’au sein de cette région, la
variation intraspécifique était suffisamment faible et la variation interspécifique suffisante pour
permettre 1’identification moléculaire au rang taxonomique de 1’espéce.

Dans les publications portant sur ce marqueur, nous avons recensé les amorces et sondes
internes utilisées, ainsi que leur spécificité attendue.

E. Simulation d’'une PCR in silico

Afin de vérifier la spécificité des amorces employées pour ’identification moléculaire des
nématodes gastro-intestinaux, une réaction de PCR in silico est réalisée. Un lot de séquences ITS-2
est constitué a partir de la table des séquences GenBank, qui est facilement manipulable par
I’application de filtres sur les données avec le logiciel Excel. Une séquence seulement est choisie par
espece pour limiter le nombre de données a traiter. Les espéces concernées correspondent aux especes
pour lesquelles des amorces ont été identifiées lors de I’analyse bibliographique menée dans la partie
précédente. D’autres espéces, pour lesquelles il n’y a pas d’amorces spécifiques mais dont I’ensemble
des séquences a été recupéré, completent la liste pour vérifier la spécificité des amorces ciblant un
genre particulier ou le phylum des Nématodes. Un premier lot de 29 séquences est constitué avec des
séquences incluant la région ITS-2 mais aussi les régions adjacentes 5.8S et 28S pour étre sdr que la
séquence de la région ITS-2 soit bien complete. Cependant les résultats de la PCR in silico sont peu
concluants : un certain nombre d’amorces ne s’hybride pas (résultats non montrés). Un second lot de
séquences est constitué avec des séquences plus longues allant de I’ADNr 18S a I’ADNr 28S (18S-
28S) et incluant donc les séquences complétes des régions ITS-2 mais aussi ITS-1 et 5.8S. Le tableau
1 regroupe les numéros d’accession des 37 séquences constituant ce deuxiéme lot. Lorsque plusieurs
séquences 18S-28S sont disponibles pour une méme espece, la séquence la plus longue est choisie,
en supposant qu’elle contient plus d’informations. Dans le cas contraire ou il n’y a pas de séquence
18S-28S disponible pour I’espéce, le choix est reporté sur d’autres séquences précisées entre
parentheses dans le tableau 1, en privilégiant toujours les séquences les plus longues.
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Tableau 1 : Numéro d’accession des séquences constituant le lot de séquences pour la
simulation de la PCR in silico
Le « p » mentionné dans 1’intitulé de certaines séquences signifie « partielle ». Par exemple,

la séquence « ITS-2p/28p » correspond a la séquence 1ST-2-28S pour laquelle ’extrémité 5 ne
comprend pas 1’ensemble de la séquence 1TS-2, de méme pour I’extrémité 3° avec la séquence 28S.
« NM » signifie que le caractére partiel ou complet de la séquence n’est pas précisé. L’astérisque
indique les espéces pour lesquelles la séquence a directement été cherchée dans GenBank, en dehors
du processus d’inventaire.

Phylum ou Genre ou Espece Numéro d’accession de la séquence
Haemonchus contortus* KX829170.1
Haemonchus longistipes AB682685.1

O. lyrata : KX929995.1 (ITS-1p/5.8/ITS-2/28p)

Ostertagia sp. O. trifurcata : KC295419.1

Ostertagia ostertagi* KT428385.1

Ostertagia leptospicularis KC998723.1 (5.8/1TS-2/28p)
Teladorsagia circumcincta* JF680984.1

Marshallagia marshalli KT428384.1

Cooperia sp. C. pectinata : MH267785.1 (ITS-1p/5.8/1TS-2/28p)
Cooperia curticei JF680982.1 (ITS-1p/5.8/1TS-2/28p)
Cooperia punctata AB534602.1

Cooperia surnabada AJ000032.1 (ITS-2 NM)

Cooperia oncophora* AB238690.1

N. davtiani alpinus : AJ239113.1

Nematodirus sp. N. helvetianus : AF194142.1

Nematodirus filicollis AF194140.1
Nematodirus spathiger AF194144.1
Nematodirus battus JF345079.1

T. capricola : JF276022.1 (ITS-2p)
T. longispicularis : KY355070.1 (ITS-2p/28p)
T. probolurus : JQ925866.1 (ITS-1p/5.8/1TS-2/28p)
T. rugatus : Y14818.1 (ITS-2 NM)

Trichostrongylus sp.

Trichostrongylus axei JQ889794.1 (ITS-1p/5.8/1TS-2/28p)
Trichostrongylus colubriformis JF680985.1
Trichostrongylus vitrinus JF680986.1
Bunostomum trigonocephalum MG182023.1
Oesophagostomum asperum AB971665.1
Oesophagostomum venulosum HQ283349.1
Oesophagostomum AJ006150.1 (ITS-2 NM)
columbianum
Chabertia ovina KF913471.1
T. discolor : LC320148.1

Trichuris sp. T. globulosa : LN651156.1 (ITS-2p)

T. skrjabini : AJ489248.1 (ITS-1p/5.8/ITS-2)
Trichuris ovis KF266766.1

Camelostrongylus mentulatus : KY930444.1
Nematodes (5.8p/1TS2/28p)

Parabronema skrjabini : KP670202.1
Spiculopteragia boehmi : AJ577460.1 (ITS-2 NM)
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La PCR in silico est réalisée avec 1’outil « primersearch » de la plateforme bio-informatique
« Galaxy » accessible via le lien internet suivant: https://usegalaxy.org/ (112,113). Les paires
d’amorces sont testées une par une sur le lot de séquences 18S-28S. Un pourcentage de « mismatch »
de 10% est autorisé. 1l s’agit du nombre de nucléotides différents autorisés entre 1’amorce et la
séquence cible. Pour des amorces de 20 paires de bases de longueur, 10% de mismatch correspondent
a un a deux nucléotides de différence.

La spécificité des sondes n’a pas été vérifiée par manque de temps.
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III. Résultats

A. Especes de nématodes gastro-intestinaux et bilan des séquences
disponibles
Au total, 57 especes de nématodes gastro-intestinaux ont été retenues a partir de la revue
bibliographique. Les informations disponibles pour chacune sont présentées dans le tableau des
espéces de nématodes gastro-intestinaux des Caprinés en annexe 2. Le nombre de séquences
disponibles notamment varie entre O et 88 238 avec un total de 176 582 séquences. La répartition du
nombre de ces séquences est la suivante :
- 0 séquence disponible pour 11 espéces
- 1 séquence disponible pour 4 especes
- entre 2 et 10 séquences disponibles pour 9 espéces
- entre 11 et 100 séquences disponibles pour 18 especes
- entre 101 et 500 séquences disponibles pour 8 especes
- au-dela de 500 séquences disponibles pour 6 especes : Cooperia oncophora, Haemonchus
contortus, Ostertagia ostertagi, Teladorsagia circumcincta, Strongyloides papillosus,
Gongylonema pulchrum.

Pour un quart des espéces, le nombre de séquences disponibles est nul ou égal a un. Pour la
moitié des espéces, le nombre de séquences disponibles est inférieur ou égal a 20. Et pour les trois
quarts des especes, le nombre de séquences disponibles est inférieur a 78. La moyenne est de 3 098
séquences environ. Cependant, I’écart-type est tres élevé (environ 13 500), ce qui signifie que les
valeurs sont trés dispersées autour de la moyenne.

B. Bilan des données récupérées

Parmi les 6 espéces dont le nombre de séquences disponibles est supérieur a 500 (de 961 pour
C. oncophora a 88 238 séquences pour T. circumcincta), seules les informations pour les séquences
de Cooperia oncophora ont été receuillies. Devant le temps important alloué a cette tache, les cing
autres especes sont écartées du bilan quantitatif. Au total, les informations détaillées de 3 628
séquences réparties chez 40 espéces de nématodes gastro-intestinaux ont été récupérées
manuellement. Un extrait de la table des séquences GenBank est présenté en annexe 3.

Les séquences d’ADNr couvraient totalement ou partiellement la région codante, mais le
champ DEFINITION des métadonnées de Genbank n’est pas standardisé, ce qui rend le
dénombrement des différents genes difficile. Avec 1’aide de fonctions d’analyse de texte de la suite
logicielle R {tidyverse}, le nombre de séquences de chaque marqueur génétique a été déterminé pour
chaque espeéce, le tableau bilan est présenté en annexe 4. La région ITS-2 est le marqueur present
dans le plus grand nombre de séquences (1050) parmi 38 espéces de nématodes sur les 40 étudiées.
Puis ce sont les régions adjacentes 28S et 5.8S qui sont les plus fréguentes avec 545 séquences parmi
33 espéces et 544 ségquences parmi 32 espéces respectivement. La région ITS-1 est présente dans 452
séquences parmi 31 especes. Enfin, la séquence 18S est présente dans 202 séquences parmi 25 especes
de nématodes. En comparaison avec I’ADN nucléaire, les régions de I’ADNmM sont présentes dans un
nombre assez proche de séquences : 420 pour cox1 et 403 pour nad4 ; mais réparties chez un nombre
plus faible d’espéces : 21 pour cox1 et seulement 9 pour nad4. La moyenne du nombre de séquences
par marqueur génétique varie de 5 pour la régionl8S a 27 pour la région ITS-2 avec, pour tous les
marqueurs, un écart-type supérieur a la moyenne indiquant une dispersion des valeurs élevée.
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C. Stratégies d’identification moléculaire

Les differents articles utilisant les marqueurs moléculaires peuvent étre regroupés selon trois
grandes stratégies d’identification, basées sur des techniques de PCR. Pour I’exemple de la région
ITS-2, les sources bibliographiques employant I’une ou 1’autre stratégie sont citées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Classification des sources bibliographiques en fonction de la stratégie appliquée
pour l’identification d’espéces ou de genres de nématodes gastro-intestinaux.

Stratégies Stratégie 1 Stratégie 2 Stratégie 3
Sources Hoste et al., 1993 (28) | Schnieder et al., 1999 | Roeber et al., 2012 (92)
bibliographiques | Hoste et al., 1995 (30) | (116) McNally et al., 2013
Stevenson et al., 1995 | Dallas et al., 2000 (37) | (120)
(15) von Samson - | Bisset et al., 2014 (91)
Stevenson et al., 1996 | Himmelstjerna et al.,
(10) 2002 (81)

Newton et al.,, | Wimmer et al., 2004
1998a,b,c (12,32,35) (41)

Gasser et al., 1998 (80) | Bott et al., 2009 (90)
Heise et al., 1999 (26) | Learmount et al., 2009
Avramenko etal., 2015 | (117)

(114) Demeler et al.,, 2013

Paguem et al., 2020 | (118)

(115) Santos et al., 2019
(119)

La stratégie 1 consiste a realiser une PCR avec des amorces génériques, c’est-a-dire situées
dans des régions conservées de I’ADN et entourant une région hypervariable. La séquence du produit
d’amplification est obtenue par séquencage puis comparée a des banques de séquences dont
I’appartenance taxonomique est connue.

Lorsque cette stratégie est appliquée pour identifier un individu unique, la méthode de Sanger,
décrite en II1.C.1. de la partie 1, permet le séquengage simple du produit amplifié. L’algorithme de
comparaison des séquences employeé par la suite est 1’algorithme BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Ce dernier compare une a une les séquences disponibles dans la base de données avec
la séquence d’intérét et renvoie un pourcentage d’identité et des scores d’homologie pour chaque
comparaison. La séquence choisie pour I’identification est alors la séquence la plus proche. 1l faut
rester prudent car plusieurs taxons peuvent avoir 100% d’homologie selon la région étudiée. Plus le
fragment amplifié et séquence est long, plus on a de chance de détecter du polymorphisme, des
substitutions, insertions ou délétions, typiques de telle ou telle espéce.

Lorsque cette stratégie est appliquée a un mélange d’individus d’especes différentes, les
technologies NGS ou « haut-débit » permettent le séquencage de ces multiples fragments d’ADN. Le
résultat est sous forme d’un fichier pouvant contenir des milliers de séquences différentes qui doivent
étre chacune comparées a une base de données pour les « assigner » a la séquence la plus proche sur
le méme principe que décrit précédemment. Les éléments a comparer étant beaucoup plus nombreux,
cela requiert des algorithmes spéciaux tels que mothur par exemple (http://mothur.org/).

La stratégie 2 s’apparente a la méthode de la PCR en temps réel décrite en 111.B.4 de la partie
1 et correspond a I’amplification d’une région hypervariable et a son identification par I’hybridation
de composes spécifiques. Une premiére option consiste a employer des paires d’amorces spécifiques
et le produit amplifié est caractérise dans un second temps par 1’analyse des courbes de fusion, qui
varient selon la composition en nucléotides. Une seconde option consiste a employer des sondes
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marquees par un fluorochrome de couleur spécifique et qui se fixent a I’intérieur de la région
hypervariable sans initier de synthése d’ADN comme c’est le cas avec les amorces. L’accumulation
du produit d’amplification est détectée par augmentation de I’intensité du signal fluorescent et indique
donc la présence de la séquence cible dans le mélange de départ. La couleur de la fluorescence
renseigne ensuite sur I’identité de la séquence.

La stratégie 3 est basée sur la technique de la PCR multiplexe décrite en 111.C.1 qui emploie
plusieurs paires d’amorces spécifiques en simultanée. Cette stratégie permet notamment d’analyser
des échantillons complexes ou sont présents des mélanges de parasites. Cependant, outre la spécificité
des amorces pour un taxon particulier, il faut aussi vérifier qu’elles ne sont pas capables de s’hybrider
entre elles, surtout lors de la distinction d’espéces assez proches. Il est possible d’insérer
intentionnellement quelques erreurs dans la séquence de 1’amorce de sorte qu’elle est toujours capable
de s’hybrider avec sa séquence cible mais est plus réfractaire a se fixer a des séquences non cibles,
incluant les autres amorces du mélange.

Les amorces génériques utilisées dans les publications adoptant une stratégie 1 correspondent
aux amorces NC1 et NC2 (121). NC1 se fixe au niveau de I’extrémité 3’ de la région 5.8S et NC2 au
niveau de la région 5’ de la région 28S (figure 14).

NC1
-

ETS 18S ITS-1

-
NC2

Figure 14 : Sites de fixation des amorces NC1 et NC2 sur I’ADN ribosomique des Nématodes

Le tableau présenté en annexe 5 récapitule les séquences des amorces et sondes employées
dans les publications pour lesquelles une stratégie 2 ou 3 a été identifiée. Les 130 séquences publiées
se partagent en 7 paires d’amorces et 6 sondes spécifiques de genre, et 28 paires d’amorces et 54
sondes spécifiques d’espéce.

D. Simulation d’'une PCR in silico

Des PCR ont été simulées sur un jeu de 37 s€quences d’espece (14 genres différents) (Tableau
1), avec les 7 paires d’amorces spécifiques de genre et les 28 paires spécifiques d’espece (Spécificite
attendue, au vu de la publication d’origine) (annexe 5).

L’outil « primersearch » sur la plateforme Galaxy (112,113) permet de determiner si la
séquence des paires d’amorces est présente dans le lot de séquences indiqué. Si la séquence est
présente, la position du premier nucléotide hybridé de I’amorce sur la séquence cible est précisée,
aussi bien dans le sens 5°-3° pour I’amorce « forward » que 5°-3” pour 1’amorce « reverse » sur le
brin complémentaire (résultats non montrés). Les paires d’amorces sont désignées par leur nom
abrégé correspondant dans le tableau de 1’annexe 5. La longueur du produit amplifié est également
donnée et a été reportée dans un tableau présenté en annexe 6.

Le nombre de PCR «positives » est déterminé en comptant le nombre de produits
d’amplification obtenus pour chaque paire d’amorce, sans tenir compte de leur spécificité. Il s’étend
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de 0 a 11 pour Tela_13 et est en moyenne de 2 avec un écart-type de 2. Seulement 4 paires d’amorces
n’ont aucun produit d’amplification : Haem_1, Tric_26, Tric_27 et Oeso_31.

Le tableau en annexe 7 confronte la spécificité attendue de chaque paire d’amorce (selon sa
publication d’origine) avec les résultats de la PCR in silico. Les spécificités attendues et leur
publication d’origine sont recensées dans le tableau en annexe 5 en précisant si la paire d’amorce est
considérée comme spécifique d’un phylum, d’un genre ou d’une espéce. La paire d’amorces
NC1_NC2 ne s’est hybridée qu’avec quelques séquences alors qu’elle est supposée étre générique
pour le phylum des Nématodes auquel appartiennent toutes les séquences testées. Parmi les sept paires
d’amorces spécifiques d’un genre, la paire Haem 1 ne s’est hybridée avec aucune des deux especes
d’Haemonchus sp. ; et la paire Oste 6 s’est hybridée avec 1’espéce Marshallagia marshalli alors
qu’elle n’appartient pourtant pas au genre Ostertagia sp. Pour les paires d’amorces spécifiques d’une
espece, 13 paires ne s’hybrident qu’avec la séquence de leur espece cible. Les 15 autres paires
s’hybrident soit avec leur espéce cible et d’autres espéces non cibles, en particulier la paire Tela_13
supposée étre spécifique de Teladorsagia circumcincta mais qui s’hybride avec 10 autres espéces
différentes ; soit avec des espéces non cibles uniquement, comme c’est le cas de la paire Coop_19.
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IV. Discussion
L’¢étude de communautés d’organismes nécessite 1’acces a des données en nombre suffisant
pour pouvoir caractériser I’ensemble des espéces ou rangs taxonomiques supeérieurs (genre, famille
...) constituant cette communauté. La caractérisation moléculaire passe par 1’étude de la séquence
des molécules d’ADN.

Le dénombrement des séquences nucléotidiques disponibles dans GenBank pour les 57
espéces de nématodes gastro-intestinaux selectionnées montrent de grandes disparités. En effet, il y
a peu d’espéces sur-représentées avec plus de 500 séquences disponibles et beaucoup d’espéces sous-
représentées avec seulement une seule voire aucune séquence disponible. La sur-représentation de
certaines especes peut s’expliquer par leur pouvoir pathogéne important, connu et étudié depuis de
nombreuses années maintenant, comme c’est le cas de Haemonchus contortus. Tres souvent, ces
especes de parasites sont également importantes pour leur pouvoir pathogéne chez d’autres especes
d’hotes d’intérét plus important par rapport aux Caprinés. C’est le cas de Cooperia oncophora,
parasite d’intérét majeur pour 1’¢levage de Bovins ; ou encore Gongylonema pulchrum, préoccupant
en santé publique car il est capable d’infecter ’'Homme. Les espéces sous-représentées correspondent
parfois a des especes pour lesquelles la classification taxonomique n’est pas certaine et est encore en
discussion. C’est le cas notamment des especes appartenant a un groupe d’espéces polymorphiques
ou cryptiques. L’espece Teladorsagia davtiani, par exemple, est identifiée comme une espéece a part
entiére alors qu’il ne pourrait s’agir que d’un morphotype de T. circumcincta, tout comme T.
trifurcata (9).

Au 15 octobre 2020, GenBank compterait 220 millions de séquences de nucléotides dont un
peu plus de 4,3 millions concernant les Nématodes, d’aprés le rapport accessible sur le site de
GenBank via le lien internet suivant : https://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/gbrel.txt. La difficulté majeure
rencontrée pour réaliser I’inventaire des séquences est le manque d’harmonisation dans 1’intitulé des
séquences déposées (champ DEFINITION). GenBank est une base de données publique alimentée
par des soumissions directes de séquences par des scientifiques ou par des lots de séquences multiples
issues de projets particuliers de séquencage (Whole-Genome Shotgun, Environmental sample
sequence ...). Dans le cas des soumissions directes, certaines vérifications d’éventuelles
contaminations de la séquence par des vecteurs (plasmide) ou de la véracité des données fournies sont
réalisées afin d’assurer la qualité de I’information : I’outil BanklIt par exemple utilise une variante de
I’algorithme BLAST nommé « VVecscreen » pour Vérifier la contamination par des vecteurs (122).
Cependant, le nombre de sequences est tel que ces vérifications ne peuvent étre fiables a 100%. De
plus, I’intitulé de la séquence reste libre au dépositaire et ne contient trés souvent pas seulement le
nom du geéne ou du transcrit correspondant mais d’autres informations comme 1’espece, le produit de
traduction, le numéro de I’isolat, etc. Les bases de données plus spécifiques telles que Nemabiome,
WormBase ou la base de données du laboratoire Blaxter de 1’Université d’Edinburg ; regroupent
certes un plus petit nombre de séquences par rapport a GenBank mais les métadonnées qui
accompagnent ces séquences apparaissent plus fiables.

Ce travail visait a déterminer le marqueur génétique le plus approprié pour caractériser les
communautés de nématodes a I'échelle de I'espéce, notamment sur le critere d'un nombre important
de séquences disponibles, comme référence de comparaison, pour les espéces connues. Les résultats
du nombre de séquences disponibles par espece incluant un marqueur génétique potentiel, identifié
dans la premiére partie de cette these, confirment les donneées bibliographiques : la région ITS-2 est
le marqueur le plus étudié. Plus généralement, les marqueurs issus de I’ADN nucléaire sont plus
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étudiés en comparaison avec les marqueurs de I’ADNm pour lesquels le nombre d’espéces chez qui
on les retrouve est inférieur. L’étendue pour chaque marqueur indique la encore une grande disparité
entre les espéces. Pour ITS-2 par exemple, le nombre de séquences s’étend de 0 pour Ostertagia
kolchida et Skrjabinema ovis a 191 pour Trichostrongylus colubriformis.

Les variabilités intra- et interspécifique de la région ITS-2 sont telles que cette région est
principalement employée comme marqueur génétique d’identification au rang taxonomique de genre
et surtout d’espece. Pour pouvoir identifier les nématodes gastro-intestinaux présents dans un
échantillon multi-especes, trois stratégies d’identification ont été définies. Les stratégies 2 et 3
supposent que les especes recherchées sont connues au préalable : telle sonde ou telle paire d’amorces
est utilisée pour identifier une espéce en particulier. Il peut s’agir de 1’espéce la plus pathogéne par
exemple. La stratégie 1, au contraire, peut étre décrite comme une approche sans a priori : une paire
d’amorces générique amplifie une région dont le séquencage et la comparaison avec des sequences
de réference dans un second temps permettent de déterminer 1’identité de I’espéce. La premiere
approche, avec a priori, est plus rapide, moins compliquée a interpréter mais moins informative : il
est possible de passer a coté d’especes qui ne seraient pas incluses dans les cibles des amorces
choisies. La seconde approche, sans a priori, est plus riche en informations mais plus chere car elle
nécessite un séquencage haut débit, et est plus longue a mettre en ceuvre du fait des calculs bio-
informatiques complexes lors de la comparaison avec les banques de séquences de référence.
Néanmoins elle sera plus appropriée pour décrire 1’ensemble des espéces présentes dans un
échantillon, comprenant également les especes minoritaires et/ou exotiques. Ainsi, la premiére
approche s’applique plutdt a 1’étude des communautés de parasites de la faune domestique puisque
ces parasites sont généralement assez bien caractérisés. La seconde approche est plus adaptée pour
I’é¢tude des communautés de parasites de la faune sauvage et exotique pour lesquelles la probabilité
qu’une espece de parasite rare soit présente est plus élevée. L’identification de cette espece ne sera
possible que s’il existe des séquences de reférence ou des séquences proches dans les banques de
données, d’ou I’intérét de constituer un inventaire des séquences disponibles.

Le choix de I’une ou I’autre des stratégies repose sur I’hypothese que les amorces ou sondes
employées sont soit génériques, comme c’est le cas de NC1 et NC2, soit spécifiques. L’inventaire
des amorces et sondes dans les publications du tableau 2 montre qu’il n’y en a pas de publiées pour
toutes les especes susceptibles de se retrouver dans des échantillons multi-spécifiques issus de
Caprinés. C’est le cas pour trois genres : Camelostrongylus sp., Parabronema sp. et Spiculoptragia
sp. ; et pour 15 especes. Leur identification dans un mélange ne sera possible qu’avec I’utilisation des
amorces génériques suivie d’un séquencage. La simulation d’une PCR in silico permet de vérifier la
specificité attendue associée a chaque paire d’amorces. La spécificité est une des caractéristiques
intrinséques d’un test diagnostic. Pour la technique de PCR, il s’agit de la capacité d’un test a
n’amplifier la séquence que d’une espece ou d’un genre en particulier. L’autre caractéristique
intrinséque d’un test diagnostique et qui n’est pas etudiée ici est la sensibilité. Cette derniere
correspond a la capacité d’un test a détecter toutes les séquences de 1’espece cible dans un mélange.
Elle dépend de la quantité d’ADN présente dans le mélange initial : on parle de détectabilité ; ainsi
que de la présence effective de la séquence complémentaire a 1’amorce.

Les résultats de la PCR in silico montrent en premier que la paire d’amorces NC1_NC2 échoue
a amplifier ’ensemble des espéces appartenant pourtant toute au phylum des Nématodes. Pour les
especes pour lesquelles il n’y avait pas de séquence 18S-28S disponible, I’absence d’hybridation de
la paire d’amorces NC1_NC2 peut s’expliquer par le fait que la sequence choisie en remplacement
était plus courte et ne couvrait donc pas le site de fixation des amorces, ce qui est notamment le cas
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pour I’espece Cooperia surnabada par exemple, représentée par une séquence ITS-2 seule. Mais
méme dans le cas ou il s’agit bien de séquences 18S-28S, on peut avoir des variations. La figure en
annexe 8 est un alignement de six séquences 18S-28S de diverses especes de nématodes gastro-
intestinaux. L’alignement de ses séquences a été obtenu avec I’outils BLAST de GenBank (123) sur
la séquence 18S-28S de Haemonchus contortus dont le numéro d’accession est le suivant :
KX829170. Les cing seéquences ont été sélectionnées parmi les séquences ayant un pourcentage
d’identité élevé avec la séquence de H. contortus et appartenant a une espéce de nématode gastro-
intestinal. On observe que pour gquatre séquences, les trois supplémentaires de H. contortus et celle
de T. circumcincta, le site de fixation de NC2 est absent ou incomplet alors qu’il s’agit de séquences
specifiees comme étant des séquences 18S-28S dans GenBank.

Ensuite, pour les amorces spécifiques de genre ou d’espéce, trois situations sont mises en
évidence. La premiere correspond a une paire d’amorces qui ne s’hybride avec aucune des séquences
pour lesquelles elle est désignée comme spécifique (paire Haem_1). La seconde situation, majoritaire,
correspond au cas ou la paire d’amorces ne s’hybride pas exclusivement avec la séquence du genre
ou de I’espece cible. Enfin la troisieme situation correspond au cas ou la paire d’amorce s’hybride
exclusivement avec une espece non cible (paire Coop_19). Au final, seules quelques amorces
semblent réellement spécifiques en n’amplifiant que la séquence de leur espece cible. Comment
expliquer le manque de spécificité majoritaire des autres amorces ?

I pourrait s’agir d’un probléme lors de la détermination de la séquence de 1’amorce : un
nombre pas assez important de séquences a €té pris en compte pour obtenir une séquence spécifique
de I’espece seulement. Une étape de vérification in silico de la spécificité pourrait aussi étre ajoutée
lors du processus de création des amorces. Ainsi avant application sur un échantillon de terrain, une
simulation de PCR in silico, au cours de laquelle la séquence de I’amorce serait confrontée a un tres
grand nombre de séquences, pourrait mettre en évidence les défauts de spécificité de 1’amorce.

Ce manque de spécificité peut également s’expliquer par I’existence de variabilité
intraspécifique dans toutes les séquences ADN qui pourrait grandement influencer I’hybridation des
amorces de méme que les sondes. Or dans cette simulation, on s’affranchit de cette variabilité en
ayant choisi qu’une seule séquence pour représenter une espece dans le lot de test. Comme évoqué
précédemment et dans 1’idéal, pour vérifier la spécificité in silico de chacune des amorces, une
comparaison BLAST de leur séquence avec I’ensemble des s€quences de GenBank serait nécessaire.
Mais cette méthode serait tres chronophage. Une autre alternative serait de limiter 1’utilisation des
amorces a un héte et une localisation géographique. En effet, les amorces seraient alors spécifiques
non pas d’une espece mais d’une population au sein de cette espece, pour laquelle la variabilité
intraspécifique est plus faible. Cette alternative nécessite la création de paires d’amorces pour chaque
communauté d’organismes a étudier, ce qui peut représenter un certain cott.

Mais I’existence de variation intraspécifique dans les séquences ADN contribue a un probléme
beaucoup plus large : une séquence nucléotidique unique suffit-elle pour caractériser une espece ?
Les résultats de la recherche bibliographique menée dans la partie I de cette these suggerent plutot de
combiner les marqueurs génétiques. Il serait donc intéressant de réaliser un inventaire des amorces
disponibles pour d’autres marqueurs et vérifier si une combinaison de ses marqueurs serait plus a
méme de caractériser une espece malgré les variations intraspécifiques. Il parait également difficile
de déterminer un seuil de variation intraspécifique au-dela duquel les individus ne pourraient plus
étre considérés comme appartenant a la méme espéce, tant ce niveau de variation differe entre
especes. D’autre part, comme vu au III.C.2. de la partie 1, les sources d’erreurs de séquengage sont
multiples et peuvent étre considérées a tort comme de la variabilité génétique. C’est pourquoi
certaines publications conseillent de combiner non pas les marqueurs génétiques mais les approches
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d’identification. Trés souvent, I’approche moléculaire est combinée avec 1’approche morphologique
(13,45,66).

Lorsqu’il s’agit d’étudier des communautés d’organismes, trés souvent la méthode mise en
place est en format multiplex afin d’identifier simultanément plusieurs espéces. Le risque majoritaire
dans ce cas est I’hybridation potentielle des amorces entre elles au cours de la PCR. Or la simulation
entreprise ici n’inclut pas la séquence des autres amorces dans le lot des séquences test. La formation
de dimére d’amorces est problématique dans le sens ou elle induit une compétition entre amorces
pour I’hybridation sur leur séquence cible. Plusieurs techniques existent pour lesquelles les amorces
ne sont pas utilisées ensembles dans les réactions de PCR, tout en permettant la caractérisation de
plusieurs espéces en simultanée. La technique de la PCR multiplexe en tandem (MT-PCR) décrite au
[11.B.4. de la partie 1 a été notamment développée dans cet objectif. Cette méthode permet la
réalisation d’une centaine a quelques centaines de réactions de PCR en simultanée. La technologie
des puces microfluidiques offre des perspectives beaucoup plus importantes (124) mais n’a encore
jamais été employée pour la caractérisation des communautés de nématodes gastro-intestinaux. Les
puces renferment un ensemble de micro-canaux connectés entre eux, de maniére a réaliser une
fonction voulue comme une réaction de PCR, et reliés a ’extérieur par des entrées et des sorties
percées a travers la puce. Les puces 46.46 ou 96.96 commercialisées par la compagnie américaine
Fluidigm (www.fluidigm.com, San Francisco, Californie, Etats-Unis) permettent de réaliser 2 304 ou
9 216 réactions de PCR simultanément sur 48 ou 96 échantillons testés pour 48 ou 96 paires
d’amorces respectivement. Outre la réalisation d’un grand nombre de réactions de PCR en méme
temps, cette technologie permet de réduire le nombre de manipulations puisque tout le processus se
déroule dans le dispositif, les produits d’amplification étant directement détectés sur la puce. De plus,
le colit de I’analyse est significativement réduit de par 1’utilisation de faibles quantités de réactifs et
la rapidit¢ dans 1’enchainement des étapes. Cette technologie des puces microfluidiques n’est
cependant applicable que pour les stratégies 2 et 3 pour lesquelles les especes cibles des amorces
employées sont connues. Les résultats obtenus pour la PCR in silico peuvent étre représentés a la
maniere d’une puce microfluidique (tableau 3).
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Tableau 3 : Tableau dynamique des résultats de la PCR, a 1a maniére d’un résultat de puce
microfluidique, inspiré de (124)

Les cases colorées correspondent aux especes pour lesquelles un produit d’amplification
simulé a été obtenu, ce qui signifie que les séquences des amorces étaient présentes, a 1 ou 2 bases
pres. Les cases grisées correspondent aux espéces pour lesquelles il n’y avait pas de produit
d’amplification.

Haem_2

Haem_3

Haem_4

Haem_5

Oste_6
a_10
a_11
a_12
a_13
a_l4

Nema_21

Oste_7
Oste_8
Oste 9
Mars_15
Coop_16
Coop_17
Coop_18
Coop_19
Nema_20
Nema_22
Tric_23
Tric_24
Tric_25
Tric_26
Tric_27
Tric_28
Buno_29
Oeso_30
Tric_34
Tric_35

Haem_1

Genre espéce sous-espece

NC1_NC2
Oeso_31
Char_32

Haemonchus contortus
Haemonchus longistipes
Ostertagia lyrata
Ostertagia trifurcata
Teladorsagia circumcincta
Ostertagia ostertagi
Ostertagia leptospicularis
Marshallagia marshalli
Cooperia pectinata
Cooperia curticei
Cooperia punctata
Cooperia surnabada
Cooperia oncophora
Nematodirus davtiani alpinus
Nematodirus helvetianus
Nematodirus filicollis
Nematodirus spathiger
Nematodirus battus

Trichostrongylus |capricola
Trichostrongylus |longispicularis
Trichostrongylus  |probolurus
Trichostrongylus |rugatus
Trichostrongylus |axei
Trichostrongylus |colubriformis
Trichostrongylus |vitrinus
Bunostomum trigonocephalum
Oesophagostomum [asperum
Oesophagostumum |venulosum
Oesophagostomum |columbianum

Chabertia ovina
Trichuris discolor
Trichuris globulosa
Trichuris skrjabini
Trichuris ovis
Camelostrongylus |mentulatus
Parabronema skrjabini

Spiculopteragia  |boehmi

Les stratégies employant des amorces spécifiques restent néanmoins limitées lorsqu’il s’agit
de caractériser précisément des communautés d’organismes. Une autre approche possible, et déja
évoquée au 1.B.2. de la partie 1, est I’approche du metabarcoding. Grace aux nouvelles technologies
de séquencage haut débit, cette approche permet 1’analyse précise et détaillée de la composition en
especes d’échantillons complexes. Elle a déja été appliquée pour 1’étude des communautés de
nématodes gastro-intestinaux des bovins mais s’étend également aujourd’hui aux ovins, bisons et
chevaux. Elles consistent & séquencer la région ITS-2 de I’ensemble des molécules d’ADN présentent
dans un mélange. Ces séquences sont ensuite comparées a des séquences références afin d’identifier
I’espece a laquelle elle appartient. Cette approche applique donc une stratégie de type 1. Sa
particularité est qu’elle génére une quantité considérable de données permettant de déterminer
précisément la composition en espéces d’un échantillon. Le résultat de cette approche est le projet
Nemabiome accessible via I’adresse internet suivante : https://www.nemabiome.ca/index.html. I
comprend une base de données de séquences ITS-2 de plus de 1400 espéces de Nématodes, avec
2 609 séquences disponibles pour I’ordre des Strongylidés. Le projet Nemabiome propose également
des protocoles standardisés pour la collecte et la préparation des échantillons, le séquencage et les
analyses bio-informatiques pour assigner de nouvelles séquences a des espéces déja référencées. Le

60


https://www.nemabiome.ca/index.html

fragment considéré est genéré avec des amorces genériqgues NC1 et NC2, Iégerement modifiées.
Depuis sa publication en 2015 (114), ce projet a été cité cinquante fois dans d’autres publications
scientifiques. La derniéere publication en date du deuxieme semestre de 2020 porte notamment sur
I’application du nemabiome metabarcoding pour améliorer le diagnostic de résistance aux
anthelminthiques. Le metabarcoding est ici associ¢ au dénombrement des ceufs dans les feces de
brebis pour déterminer I’impact qualitatif et quantitatif d’un traitement anthelminthique (125). Un
autre champ d’application ou le metabarcoding présente un intérét particulier est 1’étude du
parasitisme de la faune sauvage pour laquelle 1’assemblage d’espéces de nématodes gastro-
intestinaux n’est pas toujours connu a I’avance (126).

61



Conclusion de la partie 2

L’inventaire des séquences nucléotidiques dans la base de données de GenBank permet de
mettre en évidence qu’un certain nombre de parasites n’y sont pas OU tres peu représentés, avec une
seule a zéro séquence disponible. D’autres espéces, au contraire, possédent un nombre tellement
important de séquences que la récupération de ses données manuellement n’est pas envisageable du
fait du temps dépensé. Des outils d’exploitation de ces lots de données apparaissent nécessaires,
d’autant plus avec I’avénement du metabarcoding, qui permet de traiter un nombre considérable de
données en méme temps. En plus du développement de tels outils, une harmonisation des annotations
de séquences serait utile afin de pouvoir standardiser la méthode.

Parmi les marqueurs génétiques d’identification identifiés dans la premiére partie de cette
these, la région ITS-2 possede les niveaux de variations inter- et intraspécifique les plus appropriés
pour la caractérisation moléculaire des nématodes gastro-intestinaux des Caprinés au rang
taxonomique de I’espece. Les différentes stratégies d’identification exploitant ce marqueur emploient
soit des amorces génériques, ciblant le rang taxonomique du phylum des Nématodes, soit des amorces
spécifiques du genre ou de I’espéce. De telles amorces spécifiques ne sont pas disponibles pour toutes
les espéces de nématodes gastro-intestinaux, de sorte que leur identification dans un mélange ne sera
possible qu’avec ’utilisation des amorces génériques suivie d’un séquengage. La vérification in silico
du spectre de parasites ciblés par les amorces montre un mangue de spécificité majoritaire de ces
amorces qui ne s hybrident pas exclusivement avec la séquence de leur espece cible. Un défaut de
verification lors de la création des séquences des amorces, 1’existence d’une variabilité intraspécifique
dans toute séquence nucléotidique et la possibilité d’erreurs de séquengage sont des hypothéses
pouvant expliquer le manque de spécificité. La premiere pourrait étre évitée en mettant en place, lors
de la construction des amorces, une simulation de PCR in silico comme réalisée dans cette thése mais
avec un nombre plus important de séquences qui pourrait inclure 1’ensemble des séquences
disponibles de GenBank. Les deux dernieres hypothéses ménent a combiner les marqueurs génétiques
voire a combiner les approches d’identification dans une approche intégrative afin d’avoir une
caractérisation optimale de ’espéce.

La caractérisation de communautés d’organismes nécessite trés souvent de pouvoir identifier
simultanément des espéces. La PCR multiplexe a été développée dans cet objectif mais avec un risque
tres ¢levé de formation de dimeres d’amorces. De nouvelles technologies existent aujourd’hui afin
d’éviter ce probléme. Outre la PCR multiplexe en tandem dont le principe a été développé dans la
premiére partie, la technologie des puces microfluidiques pourrait étre employée. Enfin, le
metabarcoding, grace aux technologies de séquencage haut débit et la standardisation du protocole,
permet la caractérisation plus précise des communautés. En effet, les insertions, délétions et
substitutions présentes sur la longueur du brin séquencé donnent beaucoup plus d’informations que
les seuls sites d’hybridation des amorces de PCR et des sondes internes.

62



CONCLUSION GENERALE

Les nematodes gastro-intestinaux représentent un groupe de parasites d’importance
économique mondiale, tout particulierement chez les Caprinés. Tres souvent un méme héte est co-
infesté par plusieurs espéces. La difficulté de leur identification morphologique est un frein pour la
mise en place de traitements antiparasitaires optimaux qui dépendent d’une meilleure connaissance
des dynamiques d’infestation par les espéces les plus pathogénes et des spécificités d’espéce d’hote.
Une approche combinée avec des méthodes moléculaires d’identification permettrait de surmonter
cette difficulté.

L’ADN constitue un support physique universel et stable de 1’information génétique. En
comparant I’ADN de plusieurs individus, il est possible de définir des degrés de similitude ou de
différence permettant de les classer en rangs taxonomiques. Le principe de 1’identification
moléculaire repose sur le fait qu’a une espéce sont associées des séquences caractéristiques de
nucléotides, localisées au sein de régions de I’ADN plus ou moins variables d’une espéce a ’autre.
Ainsi, les génes coxl et nad4 de I’ADN mitochondrial possédent un niveau de variation
interspécifique et surtout intraspécifique relativement élevé, ce qui les rend plus appropriées pour
I’étude de populations d’organismes ayant un fort degré de similitude entre eux. Parmi les régions de
I’ADN nucléaire, les marqueurs les plus utilisés sont les génes codant pour I’ARN ribosomique,
puisqu’il est commun a tous les organismes et est présent sous forme de répétitions conservees au
sein du génome, avec une variabilité intraspécifique relativement faible. Les séquences inter-géniques
non codantes ITS-1 et ITS-2 permettent de différencier au rang de 1’espéce, contrairement aux
séguences codantes 18S, 5.8S et 28S, qui sont tres conservées et ne présentent des mutations
caractéristiques qu’entre genres ou méme entre rangs taxonomiques plus élevés.

L’accés a I’information génétique est permis grace aux méthodes d’amplification et de
séquencage des molécules d’ADN. Les différentes techniques basées sur le principe de la PCR
amplifient I’ADN afin d’en obtenir une quantité suffisante pour étre caractérisée. Le séquencage
sensu stricto fournit la séquence nucléotidique d’une molécule d’ADN. Néanmoins, les technologies
actuelles ne sont pas fiables a 100% et des erreurs peuvent étre interprétées a tort comme des
mutations. Les approches d’identification morphologique et moléculaire sont complémentaires et
peuvent étre regroupées dans une approche intégrative, qu’il convient de standardiser pour la rendre
pratique a mettre en ceuvre et comparable d’une étude a I’autre.

La caractérisation des nématodes gastro-intestinaux des Caprinés du parc de la Haute-Touche
s’est heurtée a la difficulté de I’identification morphologique simultanée des especes présentes, pour
en étudier la spécificit¢ d’espéce hote et les fluctuations saisonnieres. En préalable a une
caractérisation moléculaire des communautés présentes, le présent travail est un inventaire des
données genétiques deja disponibles dans la banque de données Genbank. Il montre une grande
disparit¢ d’information génétique disponible, pour les différentes especes de nématodes gastro-
intestinaux. Une revue bibliographique sur les marqueurs génétiques utilisables pour ces taxons a
permis de mettre en évidence plusieurs stratégies d’identification, par PCR suivie ou non de
séquengage. Une simulation in silico des paires d’amorces publiées a ce jour, sur des séquences de
référence par espece, met en évidence un manque de spécificité pour le marqueur ribosomique ITS-
2, le plus couramment utilis€ pour I’identification. L’intégration d’une étape de PCR in silico dans le
processus de sélection des amorces est ainsi intéressante pour verifier leur spécificité, au vu des
connaissances existantes, avant application sur des échantillons de terrain. Cette démarche permet
aussi de compléter la panoplie d’amorces, pour détecter et différencier des séquences caractéristiques
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d’un héte et d’une localisation géographique donnée. Les technologies de PCR, de séquencage a haut-
débit et les méthodes bio-informatiques permettent aujourd’hui 1’analyse simultanée d’un grand
nombre de données, rendant plus accessible la caractérisation moléculaire des communautés
d’organismes.
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Annexe 1: Organisation des données et métadonnées
GenBank.

Lorsqu’une séquence est soumise a GenBank, un certain nombre d’informations, renseignées par
le dépositaire via des outils internet tels que BanklIt ou Sequin, I’accompagne.

Un numéro d’accession est attribué a chaque donnée GenBank et sert de numéro unique de
référence, aussi bien dans la banque de données que dans les publications. Il renvoit
systématiquement a la derniére version disponible de la séquence. Les versions antérieures sont
identifiées avec deux autres numéros uniques : I’identifiant Accession.version et le numéro GlI.
L’Accession.version correspond au numéro d’accession agrémenté du numéro de la version. Ainsi si
la séquence de numéro d’accession XXXX a été modifiée 5 fois, [’Accession.version sera note :
XXXX.5. Le numéro Gl est unique a chaque version (122).

Les métadonnées qui accompagnent une séquence correspondent aux données biologiques
associées a cette séquence et sont accessibles dans la base de données « Nucleotide » de GenBank
az27).

Catégorie Description
LOCUS Informations diverses dont la longueur de la séquence, le type de molécule (ADN
génomique, ARN messager, ARN ribosomique ...), la date de modification.
DEFINITION | Bréve description de la séquence qui reprend notamment I’organisme source, le
nom du géne ou de la protéine correspondante.
SOURCE Information en format-libre qui peut reprendre 1’organisme source, le type de
molécule.
ORGANISM : nom scientifique et classification taxonomique de
I’organisme source (lien vers la base de données « Taxonomy » de NCBI).
REFERENCE | Publications des auteurs associées a la séquence.
Certaines séquences ne sont pas rapportées dans une publication. Elles sont
mentionnées comme étant "unpublished" (non publiées) ou "in press" (en cours de
publication).
AUTHORS : liste des auteurs de la publication.
TITLE : titre de la publication ou titre préventif en cas de non publication.
JOURNAL : nom du journal duquel est issue la publication.
PUBMED : identifiant PMID qui renvoie a la publication dans la base de
données PUBMED.
Direct Submission : derniére citation de la catégorie REFERENCE qui
donne des informations sur le dépositaire de la séquence.
FEATURES | Annotations des genes et des produits de ces génes, ainsi que des régions
d’importance biologique
Source : informations diverses sur la séquence dont le nom scientifique de
I’organisme source, le type de molécule, I’organisme hote, le numéro
Taxonomy ID associé a la base de données « Taxonomy », 1’organisme
hote du parasite, le pays dans lequel la sequence a été trouvée.
Gene : région d’intérét biologique identifiée comme étant un geéne
particulier.
CDS : séquence codante et information sur la protéine codée dont la
séquence en acide-aminés correspondante.
ORIGIN Séquence de nucléotides.
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Annexe 2: Tableau des especes de nématodes gastro-
intestinaux des Caprinés - nombre de séquences dans

Genbank.

Vert : especes pour lesquelles le nombre de séquences nucléotidiques disponibles dans GenBank est

nul.

Rouge : especes pour lesquelles le nombre de séquences nucléotidiques disponibles dans GenBank

est supérieur a 500.

Nombre de

. X ID Taxonom . D |
Famille Genre espéce Geixgar?k Y seqézrr:gaasndkans reitl?e?'zhg
Ancylostomatidae Bunostomum trigonocephalum 66065 152 04/06/2020
Haemonchidae Camelostrongylus | mentulatus 53334 16 04/06/2020
Chabertiidae Chabertia ovina 63233 77 04/06/2020
Cooperidae Cooperia curticei 62055 24 18/12/2019
Cooperidae Cooperia oncophora 27828 961 26/12/2019
Cooperidae Cooperia punctata 96640 132 29/06/2020
Cooperidae Cooperia pectinata 420891 43 04/01/2020
Cooperidae Cooperia surnabada 62054 1 05/01/2020
Gongylonematidae | Gongylonema pulchrum 637853 24 435 04/06/2020
Haemonchidae Haemonchus contortus 6289 48 071 16/03/2020
Haemonchidae Haemonchus longistipes 239092 48 05/01/2020
Haemonchidae Marshallagia marshalli 106947 34 30/06/2020
Haemonchidae Marshallagia occidentalis 146285 20 04/06/2020
Molineidae Nematodirus davtani alpinus 94039 1 04/06/2020
Molineidae Nematodirus battus 28839 24 12/12/2019
Molineidae Nematodirus filicollis 61840 10 12/12/2019
Molineidae Nematodirus spathiger 61841 62 12/12/2019
Molineidae Nematodirus helvetianus 61842 105 12/12/2019
Chabertiidae Oesophagostomum | columbianum 85896 19 04/06/2020
Chabertiidae Oesophagostomum | venulosum 63234 32 15/02/2020
Chabertiidae Oesophagostomum | asperum 1213747 165 15/02/2020
Haemonchidae Ostertagia ostertagi 6317 7414 05/01/2020
Haemonchidae Ostertagia lyrata 72296 5 07/01/2020
Haemonchidae Ostertagia leptospicularis 52815 42 07/01/2020
Haemonchidae Ostertagia trifurcata 109209 5 13/01/2020
Haemonchidae %S;%r;f)?r']zgia) kolchida 263385 6 04/06/2020
Habronematidae Parabronema skrjabini 499165 30 04/06/2020
Oxyuridae Skrjabinema ovis 2109847 1 04/06/2020
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Nombre de

: . ID Taxonom a Date de la
Famille Genre espéce GenBank y seqézrr:gaasndkans A M
Haemonchidae Spiculopteragia spiculoptera 126399 80 04/06/2020
Haemonchidae Spiculopteragia boehmi 239091 1 15/02/2020
Strongyloididae Strongyloides papillosus 174720 4797 04/06/2020
Haemonchidae Teladorsagia circumcincta 45464 88 238 04/06/2020
Haemonchidae Teladorsagia davtiani 293654 45 15/02/2020
Haemonchidae Teladorsgia trifurcata 1213752 3 04/06/2020
Trichostrongylidae | Trichostrongylus axei 40349 443 03/03/2020
Trichostrongylidae | Trichostrongylus colubriformis 6319 305 30/06/2020
Trichostrongylidae | Trichostrongylus vitrinus 40352 436 15/02/2020
Trichostrongylidae | Trichostrongylus capricola 126400 4 15/02/2020
Trichostrongylidae | Trichostrongylus longispicularis 2025163 15/02/2020
Trichostrongylidae | Trichostrongylus probolurus 53330 15/02/2020
Trichostrongylidae | Trichostrongylus rugatus 53331 15/02/2020
Trichuridae Trichuris ovis 93034 187 04/06/2020
Trichuridae Trichuris discolor 483153 42 04/06/2020
Trichuridae Trichuris globulosa 1616775 11 04/06/2020
Trichuridae Trichuris skrjabini 198341 41 04/06/2020
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Annexe 3 : Extrait de l'inventaire des séquences GenBank

constitué dans cette étude et publications associées.

Le « p » mentionné dans la nature de certaines séquences signifie « partielle ». Par exemple,
la séquence « ITS-2p/28p » correspond a la sequence IST-2-28S pour laquelle I’extrémité 5° ne
comprend pas I’ensemble de la séquence ITS-2, de méme pour I’extrémité 3” avec la séquence 28S.
Le caractere complet ou partiel concerne la région centrale dans la séquence et non les extrémiteés.
Par exemple : la séquence « 5.8p/ITS-2/18p » est indiquée comme compléte puisque la région
centrale ITS-2 est comprise entre deux autres régions.

« NM » signifie « non mentionné » : lorsque 1’information est absente dans les annotations
GenBank et dans la publication associée.
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Annexe 4 : Nombre de séquences de marqueurs génétiques
disponibles pour 40 especes de Nématodes gastro-
intestinaux de Caprinés, recensées dans cette étude.

Genre espece sous-espece | 18S |ITS1|5.8S|1TS2| 28S |coxl |nad4
Bunostomum trigonocephalum 3| 4| 9| 8| 8 [l38] o0
Camelostrongylus |mentulatus 0 0 2 14 2 0 0
Chabertia ovina EREREFAEAFEERE
Cooperia curticei 4 11 || 12 || 14 | 13 0 0
Cooperia oncophora 133 | 126 | |41 | 140 | 36 ||32 [ 100
Cooperia pectinata 0|6 |6 |22 0] o0
Cooperia punctata 3 13|27l 2s] 0] o0
Cooperia surnabada 0 0 0 1 0 0 0
Haemonchus longistipes 16 |16 | 6 |27 |11 | 6 | 1
Marshallagia marshalli 3| 7 |16 f20|24] 210
Marshallagia occidentalis 2 5 6 | 15 6 5 0
Nematodirus battus 19 || 17 || 18 || 18 || 18 | O 0
Nematodirus davtiani alpinus 0 0 0 1 0 0 0
Nematodirus filicollis 6 6 9 6 4 0 0
Nematodirus helvetianus 4 |12 [ 80 203 72| 0 | O
Nematodirus spathiger 8 | 14 |39 [49 [[30 | 2 | 0
Oesophagostomum |asperum 123 |44 [4s |44 || 23 22| 0
Oesophagostomum [columbianum 0 8 8 9 0 5 0
Oesophagostomum |venulosum 4| 4|7 |91 1] o0
Ostertagia kolchida 0 0 0 0 0 0 6
Ostertagia leptospicularis 6 | 6 | 10 | 10 1|21
Ostertagia lyrata ol 2| 1|2]2]2]o0o0
Ostertagia trifurcata 1 1 2 4 3 0 0
Parabronema skrjabini 5 |22 25 |27 17| 0 | 0
Skrjabinema ovis 0 0 0 1 0 0
Spiculopteragia boehmi 0 0 0 0 0 0
Spiculopteragia  |spiculoptera 2 |6 | 6 |[27]| 5 | 0 ||38
Teladorsagia davtiani 0| 1|1 1| 2 | 4
Teladorsagia trifurcata 1 2 2 2 1 0
Trichostrongylus  |axei | 7 [10 [ 17 [[s6 | 24 [Tass [T186 |
Trichostrongylus |capricola 0 0 0 2 2 0 0
Trichostrongylus  |colubriformis | 10 || 21 | 57 |:[190 Hﬁ 18] 0
Trichostrongylus  |longispicularis 0 0 0 2 | 2 0 0
Trichostrongylus  |probolurus o | 3|35 |of|1]o0
Trichostrongylus  |rugatus 1 3 0 0
Trichostrongylus  |vitrinus 6 9 14 |40 (| 29 0 0
Trichuris discolor 15 25 |25 |25 14| 3 | 0
Trichuris globulosa 0 0 0 3 0
Trichuris ovis 3 138 |39 48| 6 [ 70| 0
Trichuris skrjabini 9 | 4| 2| 2|3 |12]3
Total Résultat 202 | 452 | 544 | 1050 | 545 | 420 | 403
Moyenne 5 11 14 26 14 11 10
Ecart-type 72 1212 (18,0]39,1|21,8 318337
Nombre d'espéces possédant au moins une séquence 25 31 3 33 33 2 9
du marqueur
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Annexe 5: Tableau récapitulatif des séquences des
amorces et sondes publiées pour la région ITS-2 des

nématodes gastro-intestinaux et leur spécificité attendue.

Les sequences des amorces aussi bien forward que reverse sont données dans le sens 5°-3°.
L’amorce forward s hybride sur le brin principal de la molécule d’ADN alors que I’amorce reverse
s’hybride sur le brin complémentaire.

La mention « sp. » dans la colonne « espece » signifie que 1’amorce ou la sonde est spécifique
du genre.

Les paires d’amorces sont signalées en bleu.
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Annexe 7 : Tableau des capacités de détection attendues
dans les publications d’amorces, confrontées aux résultats
de la PCR in silico.

Vert : especes pour lesquelles la paire d’amorce est bien spécifique.

« @ » signifie qu’il n’y a pas eu de produit d’amplification pour cette paire d’amorce.
Rouge : especes pour lesquelles un produit de PCR n’était pas attendu, selon la publication d’origine,
alors qu’un produit est obtenu in silico.

Nom abrégé

Hypothése

Résultat

NC1_NC2

Nématode

Phylum

H. contortus
O. lyrata
T. circumcincta
O. ostertagi
M. marshalli
C. punctata
T. colubriformis
T. vitrinus
O. venulosum
C. ovina

Haem 1

Haemonchus sp.

Genre

@

Haem_2

Haemonchus contortus

Espece

H. contortus
H. longistipes

Haem 3

Haemonchus contortus

Espéce

H.contortus

Haem 4

Haemonchus contortus

Espece

H.contortus

Haem 5

Haemonchus contortus

Espéce

H. contortus

Oste_6

Ostertagia sp.

Genre

O. lyrata
T. circumcincta
O. ostertagi
M. marshalli

Oste 7

Ostertagia ostertagi

Espece

O. lyrata
O. ostertagi

Oste 8

Ostertagia leptospicularis

Espece

O. leptospicularis

Oste 9

Ostertagia leptospicularis

Espéece

O. trifurcata
T. circumcincta
O. leptospicularis
M. marshalli

Tela 10

Teladorsagia circumcincta

Espéece

T. circumcincta

Tela 11

Teladorsagia circumcincta

Espéce

T. circumcincta

Tela_12

Teladorsagia circumcincta

Espéece

O. trifurcata
T. circumcincta

Tela 13

Teladorsagia circumcincta

Espéce

H. contortus
H. longistipes
O. lyrata
O. trifurcata
T. circumcincta
O. ostertagi
M. marshalli
T. probolurus
T. axei
T. colubriformis
T. vitrinus
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O. trifurcata

Tela_14 Teladorsagia circumcincta Espéece T. circumcincta
M. marshalli
Mars_15 Marshallagia marshalli Espéece M. marshalli
C. punctata
Coop_16 Cooperia sp. Genre C. surnabada
C. oncophora
C. curticeli
. . . C. punctata
Coop_17 Cooperia curticei Espece C. surnabada
C. oncophora
C. punctata
Coop_18 Cooperia oncophora Espece C. surnabada
C. oncophora
Coop 19 Cooperia oncophora Espece C. punctata
Nema_20 Nematodirus sp. Genre N helvetl_anus
N. spathiger
N. helvetianus
Nema_21 Nematodirus filicollis Espéce N. filicollis
N. spathiger
Nema_22 Nematodirus battus Espéce N. battus
T. capricola
. . T. rugatus
Tric_23 Trichostrongylus sp. Genre T. colubriformis
T. vitrinus
Tric 24 Trichostrongylus sp. Genre T. colubriformis
Tric_25 Trichostrongylus axei Espéce T. axei
. Trichostrongylus X
Tric_26 colubrifor?nyis Espece %
. Trichostrongylus \
Tric_27 colubrifor?nyis Espece %
T. capricola
T. longispicularis
Tric_28 Trichostrongylus vitrinus Espece T. probolurus
T. rugatus
T. colubriformis
T. vitrinus
Buno_29 _Bunostomum Espéece B. trigonocephalum
trigonocephalum
Oeso_30 Oesophagostomum Espéece O. venulosum
— venulosum
Oeso_31 Oesophagc_)stomum Espece %)
- columbianum
Char_32 Charbertia ovina Espéce C. ovina
Char_33 Charbertia ovina Espece C. ovina
T. discolor
Tric_34 Trichuris sp. Genre T. skrjabini
T. ovis
Tric_35 Trichuris ovis Espéece T globu_losa
T. ovis
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Haemonchus contortus (AB682686.1,

AB682687.1, AB682684.1), Teladorsagia circumcincta (JF680984) et Ostertagia ostertagi

(KT428385.1).

iabilité interspécifique des séquences pour

les positions des amorces NC1 et NC2.

Var

L’emplacement de I’amorce NC1 et de ’amorce NC2 est spécifié par un rectangle jaune et un

rectangle rose respectivement. Les étoiles roses indiquent les séquences pour lesquelles le site de

Les sequences appartiennent aux especes
fixation de NC2 est absent ou incomplet.

Annexe 8
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Vu: Le Doyen de la Faculté

Proficsseur Pascale JOLLIET
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OUTILS DE CARACTERISATION MOLECULAIRE DES COMMUNAUTES
DE NEMATODES GASTRO-INTESTINAUX CHEZ LES CAPRINES

RESUME

Les infections des Caprinés par les nématodes gastro-intestinaux sont trés souvent multiples.
Les techniques de diagnostics morphologiques sont limitées pour identifier simultanément les especes
en cause. Le développement d’outils de caractérisation moléculaire de communautés de parasites
nécessite la sélection d’un marqueur génétique d’identification ainsi que des données de référence en
quantité suffisante. La région ITS-2 de I’ADN ribosomique apparait comme la plus appropriée pour
distinguer les nématodes au rang de I’espéce. L’inventaire des séquences nucléotidiques disponibles
dans la base de données GenBank des nématodes gastro-intestinaux infestant les Caprinés illustre de
grandes disparités entre les especes. Trois stratégies de caractérisation moléculaire sont définies. Elles
emploient soit des amorces génériques soit des amorces ciblant des especes en particulier dont la
spécificité est vérifiée par une simulation de PCR. Les limites concernant cette simulation in silico
sont abordées et de nouvelles perspectives pour I’étude des communautés de nématodes gastro-
intestinaux sont évoquées.

MOTS CLES
- Nématodes gastro-intestinaux
- Caprinés
- Marqueur génétique
- PCR
- GenBank
- Séquencage
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