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Résumé

Le présent travail a comparé la diversité génétique d'un procaryote, Escherichia coli et

d'un microorganisme eucaryote Trypanosoma cruzi, protozoaire parasite agent de la maladie de

Chagas.

L'étude a confinné que les populations d'Escherichia coli présentent un fon déséquilibre

de liaison, non imputable à la distance géographique. Ceci constitue un argument indirect

classique pour une structure clonale, et confirme les hypothèses précédemment proposées par

d'autres auteurs.

La comparaison directe a montré que les populations d' E. coli apparaissent cependant

moins structurées que celles de T. cruzi, comme le suggère la disparition du déséquilibre de

liaison quand on considère chaque groupe isolément, ou quand on élimine les génotypes répétés

de l'analyse.

L'analyse phylogénétique d'E. coli recoupe dans ses grandes lignes celle présentée par

d'autres auteurs. Il est ;\ noter que la distance de migration séparant les électromorphes est

constamment moindre chez E. coli que chez T. L'fuzi, ce qui suggère des niveaux de divergence

phylogénétique inférieurs.

D'une manière générale, l'approche comparative directe conduit à minimiser les

similtudes évolutives eJ1tre E. coli et T. cruzi suggérées par l'analyse des seules données de la

Iillérature.

Le présent travail doit être considéré comme préliminaire. el devra être comrlélé rar dts

;ln;t!yses plus P()llSS~~S r~posant sur dèS techniques davantage rèrrectionl1é~s.



Abstract

The present study compared the genetic diversity of a prokariotic microorganism,

Esherichia coli, and a eukaryotic microorganism, TrypalUJsoma cruzi, a parasitic protozoan

responsible for Chagas' disease.

The long-tenn goal of this study, in agreement with the new programme of the guest

laboratory, is to try to bring out the common laws that drive the molecular evolution of

microorganisms, while highlighting the specificities of each species under study. Towards

reaching this goal, a direct comparative approach is required, that relies on the same techniques

(here : cellulose acetate electrophon:~sis and RAPD) and the same statistics.

Our study confinned that EsclU!richia coli populations exhibit a strong linkage

disequilibriulll that cannot be explained by geographical distance. This is a classical

circumstancial evidence for a clonai structure, and confmns the hypotheses previously proposed

by others.

The direct comparison showed that E. coli populations appear nevenheless as Jess

struclllred thiln T. crllzi populations, as suggested by the disappearing of linkage disequilibrium

when each cluster is ilnillysed separatdy, or when repeated genotypes are discarded l'rom the

;lnalysis.

Phylogenetic ilnalysis of E. ('(IIi contlrms in the main the one presented by other authors.

lt is wonh noting that migration distance that separates the elecrromorphs is constantly lower in

E coli than in T. crll:i, which suggests lower levels of phylogenetic divergence.

Generally speaking, the direct comparative approach leads 10 minimize the evolutionary

simiiarities between E. coli et T. cruzi that were suggested by the analysis of published data

;l]onl'.

The present work shoulJ be consiJered as prdiminary, anJ will have to be compkted by

more advanC\:d studies that rdy UIlOI] more pèl1ected techniques.



1 INTRODUCTION

La génétique évolutive a trois retombées principales en recherche appliquée (Tibayrenc

1995) :

- le typage pennettant le suivi épidémiologique (l'évaluation de la stabilité des génotypes dans

l'espace et dans le temps, et l'importance des échanges génétiques)

- la taxonomie

- des' études d'aval (comme l'évaluation de l'impact de la diversité génétique des

microorganismes sur leurs propriétés biologiques d'imponance médicale, telles que la virulence

et la résistance aux drogues) (voir table 1 Tibayrenc 1995 Adv. Parasitol. en Annexe 0).

Les applications potentielles de la génétique évolutive étant exactement les mêmes quel

que soit le microorganisme considéré, nous avons effectué une étude visant à établir des bases

pour la comparaison directe de la structure des populations de microorganismes différents.

Ainsi par exemple, si l'on s'appuie sur un critère de divergence phylogénétique pour mieux

définir les espèces microbiennes, les mêmes échelles de divergences phylogénétiques seront

utilisées pour les autres microorganismes.

Le but de celle approche comparative est de dégager les éventuelles lois communes

régissant l'évolution moléculaire de ces microorganismes, ainsi que les panicularités propres à

chacun d'entre eux (Tibayrenc et Ayala 1991, Tibayrenc 1995).

Notre choix s'est porté sur TrY!}(lIIosonw cruzi, protozoaire parasite, agent de la maladie

dt: Ch agas et sur la bactérie Escherichia coli, deux microorganismes qui ont été très étudiés en

génétique des populations. Jusqu'à présent aucune étude companllive directe n'a été réalisée

entre ces deux espèces si éloignées sur le plan évolutif. De plus, l'étude de leur polymorphisme

génétique a été abordée par des techniques moléculaires sensiblement différentes. C'est

pourquoi, pour réaliser notre approche comparative de la structure des populations de ces

microorganismes, nous nous sommes efforcés d'utiliser des techniques similaires telles que les

RAPD «Random Amplifïed Polymorphic DNA» et les électrophorèses isoenzymatiques

muItil(x:us sur acétate de cellulose (en prenant un maximum d'amorces et de locus enzymatiques

en commun). Les données obtenues avec ces deux séries de marqueurs ont été traitées avec les

mêmes tests statistiques el les mêmes concepts de génétique des populations.

II GENERALITES

TrY[JOIlO,\'OIllO ('rw.i est un protozoaire parasite de la famille des Kinétoplastidés, agent

de la maladie de Chaga;o;, Celle endémie transmise par des insectes hémalOphages de la familk

des Réduviidés el de la sous-famille de Triatominés est un problème de santé majeur en

Amérique Latine l'al' dit' affecte 16 à 1X millions de personnes el causerait la mort de 45 000



personnes par an. Chez les enfants, elle est à l'origine de myocardites et de

méningoencéphalites falales ü 50 cl, seulement deux li trois semaines après l'infection.

Cependant les plus grandes complications causées par cette maladie se manifestent dix :\ vingt

ans plus tard chez le tiers des personnes infectées. Cela inclut des cardiopathies chroniques

(chez plus de 27 % des personnes infectées), et des désordres digestifs (pour 6 %) et

neurologiques chroniques (pour 3 %).

Comme pour les autres microorganismes pathogènes, les étlldes évolutives chez T. cruzi

pr~sentent de nombreuses retombées pOlentielles (Annexe 0). Les principaux résultats obtenus

dans le cas de l'agent de la maladie de Chagas sont les suivants:

- Tibayrenc ct al. Ont mOJllré que T. cm::i avait une structure clonule Cfu"4\ctérisée par un l'on

déséquilibre de liaison (association non aléatoire des génotypes observés à différents locus) et

J'existence de génotYPès répélés, retrouvés sur de vastes aires géographiques, pendant de

longues périodes de temps.

- L.l strUC!llre clonale n'implique pas une absence totale de la recombinaison genetlque. Elle

indique seulement que la recombinaison est trop rare pour empêcher la propagation de clones

stabks d;1I1S l'esp;H:e et dans le temps. Celle stabilité des génotypes rend possible leur utilis:ltion

comme m:lrquèurs ~pidél11iologiques. Ce ne serait ras le cas si les g~notYres étaient l11odifil(S ;1

chaque g~néraliol1 par LI rècombil1;lisOll

Des ~lUdes dè g~n~tiqlle des populations concernant la bactérie E. coli ont monu'é une

strucllIrè c1ol1ale comp.u·abk :\ celle de T. cru::i avec un fon déséquilibre de liaison et

J\~\istenCè de: génotYPès stables dans J'espace et dans le temps (Selander el al. 1996).

Escher/ch/a c(lli l'l'ut être Lin p;lthogène opportuniste pour l'homme et les anllllaux.

Cha l'homl11è. Cèllè b:lctériè provOLJUè dans cenains cas des di;lrrh~es, dèS infections de

]';Ipp;lreil Ji~l'~lir cl llrillaire. (k:-- méningites néonatales ct dl':-- inl'c.:tions n()l'osOll1i;lk~

cI1ll"urgic:lk~ de la jlè;IU ct Je l"app;m:iJ urinaire (Han] et Dykhuizèll )l)X4J.

De IHlll111!\-:llses lechniques ont été employées pour détecter les variations génétiques au

sein des isolats d' E. coli, et établir des critères de classification et d'identification pour

différencier les sOllch~s pathogènes des souches non-pathogènes; il s'agit par exemple de

l'utilisation des sérOlypes révélant plus de 1000 combinaisons d'antigènes des groupes 0, K, H

au sein des isolats d' E. coli (Eveland el al. 1971), des RFLP « restriction fragment length

polymorphism » (Anilionis et Riley l0S0, H~rshm~n et Riley 19~()), et du séquen~age lk'

1"/\D1'\ (i\1ilkman Ct Crawl'ml! )IJS.) J. Ce:-- lL:cl1l1iques ont ré\'éJé Ul1l' \ariabilil~ ~én~tiqlll' 11'0,

il1lport;\nlè cha L. cufi ll1ais n'olll pas peIlllis de répondre à un certain nombre de question (k

gén~tiLJue des populations. Les électrophorèses d'isoenzymes muhil<x:us (Ochman et aI19~3),

développées depuis les années 60 et plus récemment, les RAPD se sont révélés être de tr~s bons

outils moléculaires pour étudier la vari~bilité génétique et la structure des populations de cene

espèce(Desjal"dil1s el al. 1995, Cavé et al. 1994). Les isoenzymes sur acétate de cellulose

n':lvaiel1t, jusqu ';1 pr~sen[. jamais été employées sur E. coli.

Î



L'objcctif de notre étudc n'est donc pas d'établir la position phylogénétique de T. c/lm

et d'E. coli l'lin p:lr rarl)()rt ü l'autre, mais dc comparer les tcndances é\'oltlli\'es

intraspécifîqucs de ces deux microorganismes avec les mêmes outils lechniques el conceptuels.



III MATERIEL ET METHODES

3.1 Matériel biologique

3.1.1 Trypallosoma cruzi

L'élllde de T. ('(Lizi s'est appuyée sur les données de Tibayrenc el u/.(1993) qui ponaienl

sur la caractérisation génétique de 24 stocks sur la base de 22 loci enzymatiques et de 0 amOln~s

RAPD (Kil A d'Operon Technologies). Les slocks étudiés sont isoks dè divers hÔles d'origine

géographique différente. Ils sont représentatifs de la variabilité globale de l'espèce T. cruzi.

3.1.2 Escherichia coli

29 stocks d' E. coli ont été sélectionnés parmi 72 stocks de référence (Ochman el al.

19~4), représentatifs de la diversité génétique de l'espèce. Ils sont d'origine géographique

dillér~llle el isolés chez des hôtes variés (homme, animaux). Ochman el al. (19~4) onl monlr0

par unc analysc en composantes principales que les 72 stocks dc rd~rencc se distrihucnt ell

tmis principau\ groupes. Les 2lJ stol'ks Clractérisés dans norre étude ont été choisis sm b b;\sc

de ces trois groupes, mais aussi sur leur origine géographique el l'hùtc chez lequel ils ont été

isolés.(Anne\e JO)

3.2 Culture des bactéries

A p;lrtir des Cfyostabilats, les stocks de référence ont été clonés deux fois

successi\'cl11ent p;lr éLllcmcnt sur milieu de culture SOB solide (TryplOne 20/1, exu'ait Je k\'ure

)Vl. !\;\CI 10111\1. Kcl ~.) ,/\>1111, i\1gC12 JO ml"1. MgS04 10 mM). Une préculture de ()O ml tic

milieu S013 liquide est ensemencée ;I\'ec unè coJonnie et incubée ;1 .-neC sous ;lgit;llion pendanl

4 ,heures pour atteindre la t'i11 de la phase exponentielle de croissance (DO 550 nm > 0,6). 45 ml

sont pn5le\'és pour ensemencer la culture finale de 300 ml (37°C, 4 h). Après centrifugation ;1

2400 x g, pendant 30 min à 4°C, les culots sont lavés trois fois dans Je tampon PBS (Phosphate

buffered saline: Na2HP04 g.l mM, NaH2P04 1.9mM, NaCI 0.15 M, pH 7.4) par des

cel1tril'ugations successives de 10 min à 3200 x g à 4°C. Les culots hactériens sont répanis el1

lubèS tle 1,5 ml ;\ sec èt conservés :1 -700C jusqu'ù leur utilisation.

3.3 Electrophorese d'jsoenzymes

Les enzymes, soumises à un champ électrique, mihrrent Il une vilesse qui dépend de leur

charge électrique globale. Cette demièrè est le résultante des charges individuelles portées par

les acides aminés qui constituent ces enzymes, La migration électrophorétique est donc le reDet

de la structure primaire qui est directemel1l codée par les gènes. L'électrophorèse enzymatique

constitut' ainsi UI1t' l11~th(xie simple. rapi(k el peu coûteuse pour l'élude de la variahilité

~él1étillue.

4



-Préparation des extraits isoenzymati'1ues

Les culots sont décongelés et resuspendus dans un volume de solution stabilisarrice

d'enzymes (100 ml d'eau distillée, 10 mg NADP, 0,1 % B-mercaptoethanol, 0,1 % de détergent

TRITON X 100) correspondant au poids du culot (l III de solution par mg de culot). Ils sont

ensuite agités pendant 2,5 min et incubés dans la glace pendant 20 min afin de lyser les cellules.

Après centrifugation à 12000 xg pendant 10 min à 4°C, le surnageant, contenant les enzymes

hydrosolubles, est récupéré et conservé il -70°C (Ben Abderrazak el al. 1993).

- Les systèmes enzymatiques étudiés

10 systèmes enzymatiques Ont été sélectionnés parmi 30 testés:

GAPD, GOT, G6PD, GPI, MDH, MPl, NHI, NSP, 6PGD, SaD (annexe 1).Le système NHI

pemlellant de montrer l'activité de deux locus génétiques différents, Il loci au total ont pu être

étudiés.

- Suppon, Migration, Révélation

Les extraits enzymatiques sont déposés :1 l'aide d'un p~l~ne slJl:cial sur des pLiqlle~

d'ac~late de cellulose préalablemel1l imbibées dans le tampon d'électrophmèse (plus Ol! moins

dilué selon les systèmes: voir annexe 1) pendant 20 min (Laboratoire HELENA). Dans le cas de

l'acétate de cellulose, la vitesse de migration dépend principalement de la charge protéique

globale. La taille ct la fonne de la molécule ont peu d'influence sur la vitesse de migration.

Les plaqucs sont ensuite disposées dans les cuves d'électrophorèse contenant le tampon

de l11igration spécifique :1 chaque système enzymatique, la zone de dép(')t oriel1lée du côté de la

calhollè, exceptée pour la SaD, pour laquelle le dépôt est cel1tral. Le voltage appliqué ct le

lemps (\è migration sont spécifiques du système enzymatique considél\' (\'oir anll~XL' 1J. DL'S

batônnets cie glace, refroidis préalablement à -20cC, sont déposés dans les compal1il11ents

centraux cie la cuve pour éviter un échauffement du système. Des bandelelles de papier fiJu'e

assurent la liaison entn~ la pli.lque d'acétate de cellulose et le tampol1 de migration.

Les solutions de révélation, spécifiques de chaque système enzymatique, sont préparées

suivant les recelles données en annexe 2. Les activités enzymatiques sont révélées à 37°C sur

l'agarose 1,2% contenant les facteurs nécessaires à leur révélation. Les réactions enzymatiques

sont bloquées en plongeal1t les plaques dans l'acide acétique 5o/c. Après un rinçage :1 l'eau,

celles-ci SOI1! shhées ù température ambial1le.

-Lecture des profils isoenzymatiyues

Les profils isoel1zymatiques lou zymogrammes) sont lus locus par locus. Une

interprétation allélique n'étant pas toujours réalisable pour tous les systèmes enzymatiques

étudiés, nous avons effectué une lecture génotypique. Chaque stock sera ainsi caractérisé, pour

chaque locus, par lin cenain nombre de bandes. La bande la plus rapide ser:l notée l, la

ucuxième, plus lente, sera notée 2, et ainsi de suite.



Les g~nolypes lus il chaque locus conslituent des g~1101YPèS éklllèl11aires, JOlll b

combinaison constitue le g~notype mullilocus du stock à l'~tudc. Dans l'hypoth~se nulle lk

panmixie, la fréquence attendue d'un génotype multilocus est le produit de la fréquence

observée des génotypes élémentaires qui le composent (Tibayrenc el al. 1990, Tibayrenc 1995).

Tous les stocks présentant le même profù isoenzymatique multilocus, indépendamment

de toute interprétation génétique, sont rangés dans le même zymodème. Ce dernier terme est

celui qui est le plus souvent employé dans la litterature parasitologique. Dans la littérature

bactériologique, lui correspond le temle de "type électrophorétique" (electrophoretic type =

ET).

3.4 Les RAPP

Développés depuis quelques années maintenant (Welsh et McCkJJand 1990, Williams el

al. 1990), les RAPD se révèlent être de très bons marqueurs génétiques, utilisables en

génétique des populations. Le principe de cette méthode est l'amplification d'ADN avec des

amorces (en général décamérique), dont la séquence est choisie de façon arbitraire. Elles

s'apparient aux séquences complémentaires sur les deux brins d'ADN dénaturé. La Taq

polymérase polYlllérise les brins complémentaires, et le fragment d'ADN Silllé entre les 2 siles

dé fix;ltion d~ 1';lll1Ol'CC, est synthétisé. La rbction gén~n: all1si un plOlïl ll';lJllplilïL';IIH)n dl'

fragments dc tailles variables pouvant être analysés sur gel d'ag;u·osc.

Les RAPD pellllellent de détecter un polymorphisme engendré par divers évènements

mutationne1s comme des délétions et des insertions, ce qui modifie la taille du segment amplifié

ou le site d',lppariemment avec l'amorce. Ces remaniements génétiques, étant la plupart du

temps irréversibles, les RAPD constituent d'excellents marqueurs génétiques pour

!'iJentification génélique des stocks .

.~.4.1 Purifïcatjoll cil' l'AO:\

- Extraction Je l'ADI\

L'extraction de l'AD;\ g~nomique <.:omporte trois étapes:

-Lyse des parois, des cellules et hydrolyse de l'ARN:

Le culot (100 mg) est suspendu dans 1 ml de Tampon de lyse (Tris-HCl pH 8 50 mM,

EDTA 100 mM, Lysosyme 1 mg/ml). Après incubation à 37°C pendant 15 min en présence de

Iysosyme (1 mg/ml) pour détruire les parois bactériennes, les celluks som lysées sous l'action

délergenle Ju SDS ((),) c/r). L,ARN bactérien est ensuite éliminé par incubation en présence dt'

Rnase A (100~1I1ll1) à 37°C pendant Ih30.

-Déprotéini satiol1:

Les protéines sont digérées apr~s incubation en présence de Proléinase K (200 Ill/ml)

pendanl une nui! à 50°C el éliminées par au moins 3 extractions au phénol suivies de deux

extractions au chlorofonne et de trois extractions à l'éther. Le phénol dénature et précipite les

protéines. Le chlorofom1e extrait les lipides et élimine les traces de phénol. L'éther élimine les

tr;\CçS de chloroforme. Après chaque extraction, la solution est bièl1 homogénéisée et



Cèntrifugée il 10000 xg pendant 5 à 10 min à 4°C. Seule la phase ;lqut:lIse l'()l1t~nanl l'AD\: èS!

récupérée.

-Précipitation de l'ADN:

L'ADN extrait est précipité en présence de NaCI 0,1 Met 2,5 volumes d'éthanol absolu

froid pendant une nuit à - 70°C. Après une centrifugation à 15000 x g pendant 30 min à 4°C, le

culot d'ADN est lavé trois fois à l'éthanol 70% froid pour éliminer les sels, et resuspendu dans

un volume minimum d'eau stérile.

-Dosage spectrophotométrigue

L'absorption de la solution d'ADN est mesurée entre 210 et 310 nm (UV). La prés~ncc

de solvant organique et de protéines peut occasionner une distorsion du spectre. Le pic

d'absorption maximum d'un ADN puritié se situe entre 257 et 260 nm. La concentrdtion

d'ADl\ est calculée :\ panir de la densité optique (00) au pic d'absorption; une unité de 00

représ~nte un~ conL:elltration de 50 ~g/ml d'ADN double brin. La solution d'ADN est répanie

en aliquots et conservée dans l'EDTA (1 mM) à -20°C.

3.4.2 La lechnique RAPD

L'AD~ est amplifié selon les conditions décrites par Williallls el al. (1000).

- Réactifs et matériel

Les amorCès sont des décamères dont la séquence est choisie de façon arbitraire el ne

prés~nte aucun palindrome. Dans notre étude, panni les 20 amorces différentes du Kit A

d 'Operons Technologi~s t~stées, douze ont été retenues: Al, A2, A3, A4, A7, A9, A JO, A 13,

A16, A17, A19, A20 (Annexe 2).

Les amplifications ont été réalisées sur un thennocycleur PTC 100 (M] Research) I.e

programme d'amplification dure environ six heures et comprend ·ü cycles componanl lrols

étap~s : une étape d~ dénaturation (1 min; 94°C), une étape d 'aprari~mcnt (J min; 3()oC), unc

étape de synthèse ( 52 min: noc).
-Amplitication el visualisation des bandes

Les manipul;l\ions sont effectuées dans les conditions les plus stériles possibles pour

éviter toute amplification d'ADN contaminant qui pourrait intenérer avec nos résultats.

La réaction est effectuée dans 60 ~I de milieu réactionnel (Tampon Boerhinger

mannheim spécifique de la Taq 1x, dNtp 100 mM de chaque, amo!"(\? 200 mM. AD~ 20 ng.

Taq ON A polymérase 15 mU/~I).

-le gel d'électrophorèse

Les fragments d'ADN amplifiés sont séparés selon leur wille rar électrophorèse sur gel

d'ag~\r{)s~ 1,6c/r. en tampon TAE lX(Tris acétate 0,04 M, EDTA 0,001 M). 20 III de chaque

échantillon amplifié sont mélangés à 2111 de tampon de charge (solution d'ADN du phage À 450

ng/~I, enzyme de restriction Bst EII 8 U/~l, Tampon Boerhinger 10 x) qui augmente la densité
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du dépôt et permet de suivre la migration grâce au bleu de Bromophénol. Un champ électrique

est établi à 85 volts de la cathode vers l'anode. A la fin de la migration, le gel est coloré dans Ull

bain de tampon TAE contenant 0,5 llglml de Bromure d'éthidium pendant 45 min. Les bandes

sont révélées par fluorescence sous lumière UV (254 nm).

-Lecture des profils RAPD

Chaque bande est codée par un nombre (le nombre 1 correspondra à la bande la plus

lente Ou l'ADN le plus lourd). Chaque stock est ainsi représenté par un ensemble de nombres

pour chaque amorce, ce qui constitue un profil RAPD et tous les stocks apparaissant identiques

pour les six amorces considérées seront rangées dans un même rapdème (par analogie au

zymodème pour les isoenzymes).

Chaque amorce amplifie un nombre inconnu de locus. et il n'est pas certain lJue pour

une amorce donnée. les locus amplifiés soient les mêmes d'un génotype à l'autre. Mais les

chances de voir deux amorces différentes révéler le même polymorphisme sont négligeables

(McClelland, communication personnelle). Ceci est important, car dans les calculs de

déséquilibre de liaison, de réunir ensemble des locus différents ne constitue pas un biais. mais

seukment une perte d'information, alors que de distinguer davantage de locus différents lJU 'il

n'yen a effectivement constitue un biais considérable (Tibayrenc 199:')).

Pour unc amorce donnée, chaque profil RAPD est assimilé :1 un g~notype élémcntaire

spécifique. Si J'on considère l'ensemble des amorces, comme pour les isoenzymes. la

fréquence attendue d'un génotype multilocus défini par la combinaison des génotypes

élémentaires obtenus avec les différentes amorces, est le produit de la fréquence observée de

chaclln des génotypes élémentaires.

3.5 Méthodes d'anal)'Sf des résultats

3.5.1 Distances et dendrogra mmes

Etam donné que les profils RAPD ne se prêtent pas à une leclllre allélique, il nOlis est

impossible d'utiliser la distance génétique standard de Nei pour évaluer les degrés de

dissemblances génétiques enrre les stocks. La distance de Jaccard ne requiert pas de lecture

allélique et permet de quantifier la dissemblance phénétique enrre zymodèmes et enrre rapdèmes.

Les relations enrre stocks sont estimées par le pourcentage de bandes communes entre stocks

pris :2 à 2. Cette distance se base donc sur le caractère présence-absence des bandes. Elle se

calcule selon la fOl1l1llie :

0= 1- ta /(a+h+c))

dans laquelle:

a = nombre de bandes communes aux deux génotypes comparés

b = nombre de bandes présentes dans le 1er génotype et absentes dans le second

c =nom bre de bandes absentes dans le 1er génotype et présentes dans le second



-Des dendrogrammes UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmethic

Averdge) ont été élaborés, à panir des matrices de distances de Jaccard, par une classification

hiérarchique ascendante qui inclut chaque stock dans un groupe puis lie et hiérarchise ces

groupes. Ils constituent un bon résumé visuel des manices de distance (Sneath et Sokal 1973).

3.5.2 Les tests statistiques

Les deux conséquences fondamentales de la reproduction sexuée sont la ségrégation des

allèles_à un locus donné et la recombinaison des génotypes d'un locus ~I l'autre.

Deux catégories de tests existent pour établir la structure des populations: les tests de

ségrégation et les tests de recombinaison. Les premiers nécessitent que le niveau de ploïdie de

l'organisme considéré soit connu, que l'organisme ne soit pas haploïde et que l'on puisse

identifier des allèles ou des locus, ce qui n'est pas le cas pour les seconds O, Or la diploïdie de

T.cruzi reste une hypothèsè de travail (Tibayrenc et al. 1981, Lanar et al. 1981). E.co/i est

haploïde, et enfin, il est difficile ou impossible d'individualiser des allèles avec les isoenzymes

ou les RAPD dans le cas des microorganismes. Pour cela, seuls les tests de recombinaison

(recherchant des indiCès dè déséquilibre de liaison) seront utilisés dans Iè présent travail. Tous

ces tests prennènt pour hypothèse nulle unè situation panmictique dans laquèlle les échangès

génétiques au sein de la population étudiée se font au hasard entre les individus. Des écarts

im portants par rapport à la panmixie peuvent donc être considérés comme des arguments

indirects (circlUllsu.JIlcial evidence) en faveur d'une inhibition des échanges géniques et partant,

d'une structure clona le. Les biais potentiels apportés par : (i) la séparation géographique ou

tèmporelle (dérivè génétique entraînant des différences de fréquences alléliques ou géniques

èntrè populations) : (ii) la sélection naturelle; Ont été analysés par Tibayrenc el ul. (1991).

Les tests statistiques utilisés dans cette étude SOnt les suival1t:-; :

- le tèst dl: évalue la probabilité d'échantillonner un génotypè l11ultilolus avec un eff~ctjr égal

ou supérieur ~ celui qui est effectivement observé. Ce test est basé sur le fait, lju'en cas de

repnxiuction clonale, les génotypes se reproduisent de façon identique d'une génération ~l

l'autre; certains donc seront représentés en excès par rappon aux prévisions panmictiques.

-le test d2: évalue la probabilité d'observer n'importe quel génotype multilocus avec un effectif

supérieur ou égal à celui du génotype le plus abondant dans l'échantillon.

-le test e: évalue la probabilité d'observer un nombre de génotypes différents inférieur ou égal ~I

celui qui est effectivement observé dans l'échantillon. En cas de reproduction aSèxuée. on

s'attend à ce que le nombre total de génotypes soit diminué par rapport ~I une population sexuée.

- le test f: évalue la probabilité d'observer un niveau de déséquilibre de liaison supérieur ou

égal ~l Cèlui observé dans l'échantillon.

Les tests d2, è, et f sont basés sur dèS simulations de Monte-Carlo avec 10 000 itérations.

- le test g: repose sur la corrélation observée enrre des marqueurs génétiques différents dans une

population donnée. Cette corrélation est calculée à partir des matrices de distances RAPD et

9



isoenzymatiques. Elle est évaluée par un test de corrélation classique ou plus rigoureusement

par un lesl de ManIe] (Mantel, 1967). Brièvement, ce test fait appel ;'t unÇ simulation de Monte

Carlo avec I04 tirages, qui pennute au hasard les différentes cellules d'une des deux matrices. Il

ne fait aucune inférence quant au degré de libené, à la différence d'un test de corrélation

classique.Les tests d 1, d2, e, f et g som tirés de Tibayrenc et al .. (1990).
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IV RESULTATS

S.l Escherichia coli

5.1.1 Les isoenzymes

A l'origine, notre étude devait porter sur 10 systèmes enzymatiques et 29 stocks mais

les stocks R6 et R30, dont les extraits altérés donnaient des profils non exploitables, ont dû

être écanés de notre étude.

Deux systèmes enzymatiques, la GOT et la NSP, apparaissent monomorphes. Pour les

locus polymorphes, le nombre d'allèles varie de 2 pour la GAPD à 6 pour la MPI (Fig.2). Le

profil de la SOD révèle deux bandes (Annexe 3).

La lecture des profils enzymatiques ne permet pas de distinguer les trois groupes décrits

par Ochman el al. (1984), seule la GPI met en évidence deux groupes (Fig.l): J'lin

correspondant au groupe l d'Ochman el al. (1984) avec la même composition de stocks et

canlctérisé par une bande à migration rapide, et l'autre comprenant les 18 souches restantes

caractérisé par des bandes à migrations plus lentes.

De très faibles différences de migration existant entre deux électromorphes successifs

(de j'ordre du mlll) caractérisent les profils enzymatiques de E. coli (contrairement à T. crmi).

5.1.2 Les RAPD

Les 20 amorces du Kit A d'Operon Technologies ont été testé~s sur dix stocks. AlIClln~

amplification n'a été obtenue avec les amorces A5, A8 et A J5. Douze amorces ont été

sélectionnées pour leur facilité de lecture et testées sur l'ensemble des stocks. Tous ont montré

des profils d'amplification (Annexe 4),

Le nombre de bandes générées varie de 2, avec l'amorce Al, à 20 avec l'amorce A4.

Toutes les amorces ont généré des profils polymorphes, exceptées les amorces A 1 et A2

(Fig.3) qui ont donné des profils simples comportant 2 et 6 bandes respectivement. Trois

amorces (A l, A2 et A16) ont permis de mettre en évidence une bande partagée par l'ensemble

des stocks: une bande de 650 pb pour l'amorce Al, une de 670 pb pour "amorce A 16 et lIllt

de 900 pb pour l'amorce A2. Le profil d'amplification généré par l'amorce Al() (Fig.4) a révék

trois bandes de tailles différentes caractérisant chacune un des trois b'Toupes définis par Ochman

el a/. (J 984). Les stocks R52, R54, R57, R58 et R59, appartenant au groupe 1lI d'Ochman el

al..( 1984), partagellt sur les profils des amorces A2, A4, A19 et A20 une même bande qui les

caractérise.

5.1.3 Distances génétiques, diversité génétique movenne

La diversité génétique moyenne H correspond à la moyenne arithmétique de la diversilé

génétique h calculée pour chaque locus ou pour chaque profil d'amplification ( h= l-Iqi où qi

est la fréquence du ième génotype au locus considéré). Les valeurs de diversité génétique
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12

Fig 1 : Profils électrophorétiques obtenus avec la GPI
(1 =R4, 2 =R6, 3 =R9, 4 =R27, 5 =R13, 6 =R14, 7 =R15, 8 =R16,
9 =R52, 10 =R18, Il =R22, 12 =R25)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12

Fig 2 : Profils électrophorétiques obtenus avec la MPI
(1 =R4, 2 =R6, 3 =R9, 4 =R27, 5 =RB, 6 =R14, 7 =RI5, 8 =R16,
9 =R52, 10 =R18, Il =R22, 12 =R25)



~ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 29

Fig.3: Profils d'amplification obtenus avec l'amorce A2
(~ =~arqueur moléculaire, 1=R4, 2 =R6, 3 =R9, 4 =RB, 5 =R14, 6 =RIS, 7 =R16, 8 =R18,
9 =R22, 10 =R25, Il =R27, 12 =R30, 13 =R36, 14 =R40, 15 =R42, 16 =R43, 17 =R45,
18 =R47, 19 =R48,20 =R50, 21 =R52, 22 =R54, 23 =RS7, 24 =R58, 25 =R59, 26 =R61,
27 =R67, 28 =R68,29 =R71)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 ~

Fig. 4: Profils d'amplification obtenus avec l'amorce A 10
(1 =R4, 2 =R6, 3 =R9, 4 =RB, 5 =R14, 6 =RIS, 7 =R16, 8 =R18, 9 = R22, 10 =R25,
Il =R27, 12 =R30, 13 =R36, 14 =R40, 15 =R42, 16 =R43, 17 =R45, 18 =R47, 19 =R48,
20 =RSO, 21 =RS2, 22 =R54, 23 =R57, 24 =RS8, 25 =RS9, 26 =R61, 27 =R67, 28 =R68,
29 =R71, ~=~arqueur moléculaire)



moyenne (H =0.81) et de distance génétique moyenne (D =0.65 avec les 12 amorces) obtenues

avec les RAPD sont plus grandes que celles obtenues avec les isoenzymes (D = 0.47, H =

0.33). Le nombre moyen de génotypes obtenus avec les données RAPD est trois fois plus élevé

que celui obtenu avec les données isoenzymatiques. Les RAPD révèlent un polymorphisme plus

important que les isoenzymes ( Fig.5).

Les diversités génotypiques (égales au rapport entre le nombre de génotypes différents

obtenus avec un marqueur donné, et le nombre de stocks étudiés) sont comparables. Ceci est dO

au fait que nous retrouvons presque le même nombre de génotypes répétés avec les deux

marqueurs: soil4 génotypes répétés avec les isoenzymes, et 3 avec les RAPD.

Distance Distance Distance Distance Diversité Diversité nb moy de

moyenne min max écart-type génétique moy génotyptque génotypes

Escher/chia coli

nos isoenzymes 0,48 0.09 0,88 0,15 0,34 0,85 3,5

lsoenzymes d'OChman 0,63 0.16 0,9 0.15 0,45 0.88 3,9

RAPD (12 amorces) 0,65 0,09 0,82 0,12 0,81 1 12,58
RAPD combinaison A 0,64 0,14 0,84 0,12 0,75 0.88 11,5

RAPD combinaison B 0,67 0,09 0,91 0,14 0,76 1 12.16

Trypanosoma cruz;

isoenzymes 0,63 0,07 0.87 0,23 0,59 0.7 5

RAPD 0,75 0,08 1 0,27 0.8 0,75 8.83

Fig. 5 : Indices génétiques calculés avec tes deux séries de données RAPD et isoenzymatiques
de E. coli et T. cruzi

5. 1.4 Analyse phénétigue : les dendrogrammes

Trois dendrogrammes ont été construits à partir des données RAPD : l'un en prenant

l'ensemble des douze amorces testées, le second une corn binaison A de 6 amorces (A 1, A2, A3,

A4, A7, A 13) donnant les profils d'amplification les plus simples (Fig.8), et le troisième une

autre combinaison B de 6 amorces (A l, A2, A7, A 10, A 17, A 19) panni lesquelles les amorces

A7, A 10, A 17 et A 19 ont été utilisées par Tibayrenc et al.(l993) sur T. cruzi.

Le dendrogmmme obtenu à partir de nos données isoenzymatiques et ceux obtenus à

partir des données RAPD présentent de fortes similitudes (Fig.6 et 7) :

-lIs rassemblent tous les stocks du groupe 1 défini par Ochman et aL.. (1984) en un ensemble

homogène. Ce groupe est particulièrement bien identifié sur le dendrogramme élaboré à partir

des 12 amorces.

- 5 génotypes répétés (R52, R54, R57, R58 et R59) apparaissent sur le dendrogr..unme de la

combinaison A. Ces stocks sont également groupés sur les deU\. autres dendrogrammcs

élaborés à partir des données RA PD. Ces mêmes stocks (R54, R57, R58) présentent le même

profil élcctrophorélique (de même que les stocks R13-14, R36-R40) ct sont associés sur le

dendrogramme construit mcc les données d'Ochman et al. (1984). Ces résultats sont conformes

à ceu\. d'O<.:hman et al.( 1984) qui les plaçaient dans le groupe III (Annc\.e 5),

- Les autres stocks forment un ensemble plus hétérogène Cl désorganisé.
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5.1.5 Les tests statistiques

Ces tests prennent tous pour hypothèse nulle une situation de panmixie. Ils sont tous

apparus non significatifs avec nos données isoenzymatiques :

-le test dIavec une probabili té p =7.12 X10'2 de trouver un cenain génotype répété trois fois ou

plus (Annexe 6).

-le test d2 avec une probabilité p =0.21 de trouver un génotype quelconque répété trois fois ou

plus (Annexe 6).

-le test e avec une probabilté p =0.07 de trouver 23 génotypes différents (Annexe 7).

-le test f avec une probabilté p = 0.053 d'observer un déséquilibre de liaison (Annexe 7).

Par ailleurs, ils apparaissent tous significatifs lorsqu'on utilise les données

isoenzymatiques d' Ochman el al. (1984).

En ce qui concerne les RAPD, les tests dl, d2 et e ne sont pas utilisables avec les 12

amorces et la combinaison B étant donné qu'aucun génotype n'est répété. Le test dl est par

contre significatif avec la combinaison A avec une probabilité p = 2.15 X10-5 et p = 1.5 X lO·7 de

trouver un génotype particulier répété deux fois ou plus et une probabilité p = 1.5 x10') de

trouver un génotype répété trois fois ou plus. Les tests d2 et e sont aussi significatifs avec celle

combinaison A avec des probabilités p = 0.0031 de trouver un génotype quelconque répété 2

fois ou plus et 26 génotypes différents au moins respectivement. Le test f est significatif avec

une probabilité p < 10'4 de trouver un déséquilibre de liaison avec l'ensemble des 12 amorces

(Annexe 8) et la combinaison A, et non significatif (p =0.15) avec la combinaison B. Le test g

révèle une corrélation ( r = 0.4, P < 10'4) entre les deux matrices de distance fournies par les

isoenzymes et les RAPD aussi bien avec nos données enzymatiques qu'avec celles d'Ochman

el al., ce qui indique un déséquilibre de liaison. Appliqué à l'intérieur des deux subdivisions

révélées sur les dendrogrammes, il devient non significatif avec le groupe 1 ( r = -O.OX, Il >

O,OS). Cet indice reste néanmoins significatif avec l'autre groupe (Annexe 8).

Le test f a aussi été appliqué en l'absence de génotypes répétés avec nos données

enzymatiques, celles d'Ochman el al. (1984), et la combinaison A d'amorces. JI apparaît

significatif uniquement avec les données isoenzymatiques d'Ochman el al.

5.2 Trypallosoma cruzi

5.2.1 Distances et diversité génétiques

Les indices génétiques calculés à partir des isoenzymes (0 = 0.63, H = 0.59) et RAPD

(0 = 0.73, H = 0.77) de T. cruzi de Tibayrenc el al.(l993) sont comparables à celles obtenus

avec E. coli. Nous avons pu constater que les différences de migration entre éleclfomorphes

successifs étaieI1l plus grandes (de l'ordre de 5 mm) chez T. cruzi que chez E. coli. (Fig. 5).
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Le nombre moyen de génotypes obtenus avec les données RAPD (= 8.83) est plus

élevé que celui obtenu avec les isoenzymes (= 5). Les RAPD révèlent lOujollrs plus dè

variabilité que les isoenzymes.

Les diversités génotypiques obtenues avec les deux séries de données sont comparables,

et égales à 0.7 et 0.75 respectivement: 17 génotypes différents ont été retrouvés avec les

isoenzymes, et 18 avec les RAPD.

5.2.2 Les dendrogrammes

Les deux dendrogrammes UPGMA obtenus à partir des deux séries de données

présentent des topologies similaires. Il en ressort une subdivision en deux groupes : l'un

rassemble les clones 19-20 et apparentés, tandis que l'aurrè rassemble les clones 39 et

apparentés (Annexe 11). Cette subdivision apparaît très robuste si l'on regarde les grandes

distances génétiques séparant les deux groupes.

5.2.3 Les tests statistiques

lis apparaissent tous hautement significatifs. Le test g nous donne une très fone

corrélation entre les deux matrices de distances (r =0,89 avec p < 10-4). Lorsqu'il est appliqué à

l'intérieur dèS grandes subdivisions, révélées par les dendrogrammes, il reste encore hautCl11ènl

significatif, ce qui indique un fon déséquilibre de liaison (Annexès 6, 7 el X).

Le test f appliqué sans les génotypes répétés reste significatif avec les deux séries de

données (RAPD et isoenzymes) (Annexe 9).
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V DISCUSSION
Notre étude a jeté les bases d'une comparaison de la structure génétique des populations

de deux microorganismes très différents, E. coli (une bactérie) et T. cruzi (un protozoaire

parasite). Pour cela, nous avons étudié 27 souches de E. coli sur la base de 10 systèmes

enzymatiques et 12 amorces RAPD. Les résultats ont été interprétés en termes de génétique des

populations avec des tests statistiques reposant sur l'analyse du déséquilibre de liaison. Cene

analyse de génétique des populations a été complétée par une étude de la diversité génétique

générale de cette bactérie, ainsi que par une analyse de sa diversité phylogénétique

intraspécifique. Les mêmes analyses ont été conduites chez T. cruzi, sur des données

préalablement publiées par Tibayrenc et al.(1993)

E. coli

Les dendrogrammes élaborés à partir de nos données isoenzymatiques et RAPD sur les

27 souches sélectionnées dans notre échantillon, révèlent l'existence d'un groupe homogène

comprenant 9 stocks. Ces stocks appartiennent tous au groupe 1 d'Ochman et al. (1993), qui

Ont défini 3 groupes, et au groupe A de Desjardins et al. (1995), qui ont défini 4 groupes. Nos

données confinnent donc l'existence de ce groupe comme unité bien délimitée au sein Je E.

coli.

Un second groupe apparaît dans nos dendrogrammes, visible plus nettement avec les

données issues des 12 amorces RAPD (Fig.7) et confmné par un bootstrap avec un

pourcentage de 92 %. Les stocks de ce groupe appartiennent tous au groupe III d'Ochman el

al.(1984) et au groupe B2 de Desjardins et al. (1995). Nos données recoupent donc bien les

résultats des auteurs précédemment cités.

Les autres stocks forment un ensemble hétérogène sans groupe bien défini.

Nous avons utilisé différents tests statistiques prenant pour hypothèse nulle une

situation de panmixie au sein des populations naturelles de E. coli. Nos résultats montrent

plusieurs indices d'un fort déséquilibre de liaison, ce qui est en faveur d'une structure clonale

au sein des populations de cette bactérie, et corrobore les hypothèses proposées par d'autres

auteurs (Selander et Levin 1980, Orskov et Orskov 1983).

- Les tests sont significatifs avec l'ensemble de nos données RAPD, à l'exception du

test f (déséquilibre de liaison) avec la combinaison d'amorces B.

- Avec nos données isoenzymatiques, les tests se révèlent non significatifs, mais

significatifs avec les données d'Ochman et al.(l984). Par ailleurs, nous observons une fOrlt:

corrélation entre distances génétiques générées par RAPD d'une part, et par isoenzymes (nos

données et celles d 'Ochman) d'autre part. Statistiquement ceci indiq ue que les stocks présentant

un fon degré de ressemblance par les isoenzymes, le montreront également de façon très

15



apparente par les RAPD, et vice-versa. Il s'agit là d'un cas, très évocateur, de déséquilibre de

liaison.

Nos tests indiquent donc un déséquilibre de liaison au sein de l'ensemble de notre

échantillon constitué de 27 souches. Ceci est un argument indirect classique pour une structure

clonale et vient en confmnation des hypothèses precedemment proposées par d'autres auteurs

(Selander et Levin 1980).

L'échantillonnage utilisé ici est très allopatrique, et on pourrait penser que le

déséquilibre de liaison est imputable à la distance géographique, qui par effet de dérive

génétique, entraîne des différences de fréquence génétique d'une localité à une autre. Cependant

Tibayrenc et al. (1991) ont montré que lorsque le désquilibre de liaison est imputable à la

distance géographique, les génotypes surreprésentés ont une tendance proportionnelle à être

confinés dans des aires géographiques restreintes. Ce n'est pas Je cas ici. Si nous considérons

nos données enzymatiques, les stocks R36 et R40 (qui présentent le même génotype) viennent

respectivement de Suède et des USA. Les stocks R54, R57, et R58 viennent soit de l'Iowa,

soit de Washington. Si nous prenons les données d'Ochman et al. (1984), les stocks RI, R2 et

R3 viennent de l'Iowa, de Suède, et du Massachussets, les stocks R8, R9, R JO et R 11

viennent de l'Iowa, de Suède, de New-York et de Suède, etc.

Ce déséquilibre de liaison persiste sur un échantillon plus restreint comprenant tous les

stocks n'appartenant pas au groupe 1.

Par contre, le test g apparaît non significatif lorsqu'il est effectué au sein de la

subdivision 1 précédemment définie. Ce résultat peut être imputé à deux facteurs, qui diminuent

proportionnellement la puissance du test (Tibayernc 1995):(i) un trop faible effectif de ce

groupe (9 stocks),(ii) une diminution de la variabilité génétique par rapport à l'échantillon total.

Le test f apparaît aussi non significatif lorsque les génotypes répétés sont retirés de

l'échantillonnage. Dans ce cas aussi, les mêmes raisons peuvent être invoquées.

Il est impossible actuellement de savoir si la non significativité des tests est due à la

diminution de leur puissance par ces deux facteurs, ou à l'existence de tlux géniques au sein de

ce groupe l. Ces deux hypothèses devront être départagées par un échantillonnage plus

important.

La structure clonale de la population de la bactérie E. coli est largement acceptée, mais

l'importance et l'impact de la recombinaison à l'echelle évolutive reste au centre des débats.

De nombreux arguments viennent en effet appuyer la théorie de clonalité des populations

de Escherichia coli :

- des coefficients de déséquilibre de liaison proches du maximum théorique même qU:.lI1d les

échantillons ont été prélevés dans des aires restreintes (Caugant el al. 1981, Souza el al. ]992).

- des souches présentant le même profil électrophorérique peuvent être retrouvées dans des

hôtes distants dans l'espace et dans le temps.
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- des concordances entre des dendrogrammes générés par électrophorèses enzymatiques et des

arbres phylogénétiques basés sur des séquences nucléotidiques (Milkman et Bridges 1990,

Nelson et Selander 1992, cf test g de Tibayrenc et al. 1990).

- un faible taux de transfen horizontal des gènes.

En ce qui concerne ce dernier point, Milkman et Bridges (1990) ont estimé que la

fréquence de recombinaison, de l'ordre de 5 xlO,2 transferts par nucléotide et par génération,

n'était pas suffisante pour perturber la structure clonale des populations de bactéries. Les

mutations ponctuelles étant 5 fois plus fréquentes que la recombinaison, la divergence clonale à

panir d'un ancêtre commun serait due essentiellement au processus mutationnel.

Maynard Smith (1991) a souligné, chez les bactéries, l'existence de gènes mosaïques

dont la structure résulterait d'échanges de fragments de gènes entre espèces proches. Plusieurs

exemples ont été décrits chez des espèces de bactéries aptes à la transfonnatiol1 naturellement

telles que Neisseria et Haemophilus, soumises à de fones pressions de sélection, pour

lesquelles l'acquisition d'un gène nouveau peut apponer un avantage sélectif. Ce qui n'a pas

empêché certains clones de N. menigitidis et de H. influenzae de se répandre car les effets de la

transfonnation sont locaux et n'altèrent qu'occasionnellemnt les types électrophorétiques. Le

transfert horizontal de gènes a aussi été invoqué pour expliquer l'existence de gènes mosaïques

chez des bactéries non transfonnantes telles que E . coli par Stolzfus et al.(1988). Mais ces

échanges ponctuels et limités à une centaine de paires de bases, sont habituellement considérés

comme trop rares pour penurber la structure clonale de ces bactéries.

Cependant, Guttman et Dykhuizen (1994) ont réalisé une étude phylogénétique basée

sur des généalogies de gènes. Le séquençage de 4 gènes différents (sppA, gapA, pabB et zwf)

situés dans la même région du chromosome a montré que trois évènements de recombinaison

sont survenus dans l' histoire évolutive de 5 souches du groupe l depuis leur divergence à partir

d'un ancêtre commun. Le taux de recombinaison a été estimé à 5 x 10'9 changemelHs par

nucléotides par génération, soit 50 fois plus que le taux de mutations. La longueur du fragmenr

recombinanr est estimé à 45 kb. La recombinaison serait la seule responsable de la divergence

du groupe 1.

L'hypothèse de Guttman et Dykhuizen (1994) est difficile à Jccepter au vu des résultaIS

présentés par d'autres auteurs (données de la littérature et résultats obtenus dans le présenr

travail). Si les évènements de recombinaison étaient aussi fréquents que ne le suggère le travail

de ces auteurs, l'espèce Escherichia coli devrait tendre à constituer un pool génique unique

(comme cela semble être le cas pour Neisseria gonorrhoeae), et ne devrait pas montrer la fone

structuration que suggèrent les taux importants de déséquilibre de liaison observés. Mais cene

hypothèse apparaît néanmoins compatible avec les résultats de certains tests statistiques qui

suggèrent l'existence de flux géniques au sein du groupe 1.
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T. cruzi

Les tests dl, d2, e et f sont hautement significatifs pour les deux séries de marq ueurs.

Les dendrogrammes mettent en évidence 2 grands sous-ensembles bien distincts au sein

desquels persiste le déséquilibre de liaison.

De précédents travaux ont montré que la recombinaison est resteinte ou totalement

absente dans les populations naturelles de T.cruzi. Cenains zymodèmes montrent une

hétérozygotie fixée à plusieurs locus pendant de longues périodes de temps et de vastes aires

géographiques (Tibayrenc et Ayala 1988). Ceci est incompatible avec la ségrégation méiotique.

Le zymodème 39, par exemple, est hétérozygote aux locus de la GPI, la PGM et la 6PGD : il

reste inchangé sur de vastes aires géographiques incluant le Chili, de nombreuses localités de

Bolivie et du Sud du Brésil, et a été isolé de nombreuses fois entre 1977 et 1984. De nombreux

génotypes sont aussi retrouvés en sympatrie dans la même maison, le même hôte et dans le

même insecte vecteur, ce qui laisse tout opponunité pour d'éventuels échanges génétiques. 10

% des TrialOma infestans de Bolivie, par exemple, renferment des mélanges de stocks de deux

zymodèmes différents (Tibayrenc el al. 1986). Mais aucun hybride résultant de la

recom binaison de ces zymodèmes n'a encore été retrouvé ni en Bolivie, ni ailleurs.

Approche comparative entre E. coli et T. cruzi

L'objectif général de cette étude était de comparer l'impact de la recombinaison sur 1<1

diversité et l'évolution de deux microorganismes. Nous avons utilisé les mêmes techniques

moléculaires (isoenzymes et RAPD ) et les mêmes tests avec E. coli et T. cruzi.

A l'heure actuelle, aucun indice de recombinaison génétique n'a été relevé chez T. cruzi,

contrairement à la découvene de gènes mosaïques chez E. coli. Dans cette optique, il serait

intéressant de réaliser des généalogies de plusieurs gènes chez T. cruzi afin de tester leur

congruence.

Nos tests ont indiqué des indices de déséquilibre de liaison plus fons et plus constants

chez T. cruzi, suggérant que les populations de ce parasite présentent une structure davantage

clonale que celles d' E. coli. Cependant la comparaison reste préliminaire.

Les RAPD ont révélé au sein des deux espèces étudiées un polymorphisme genenque

pl us imponant que les électrophorèses d'isoenzymes et caractérisé par des distances génétiques

plus grandes et Ull nombre moyen de génotypes plus grand. Les différents indices géllétiques

calculés sont comparables chez les deux espèces de microorganismes considérés, exceptés: le

nombre moyen de génotypes et la diversité génotypique qui sont supérieurs chez E. coli. Ceci
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indiquerait une plus grande variabilité génétique au sein des isolats de E. coli et un déséquilibre

de liaison moins fort, conformément aux résultats des tests statistiques.

Par ailleurs, l'analyse phénétique n'a pas permis de mettre en evidence les trois groupes

subspécifiques définis par Ochman et al.(l984) au sein des stocks de référence de E. coli. Seuls

deux groupes correspondant au groupe 1 et III d'Ochman et al . (1984) semblent se détacher.

L'analyse phénétique a néanmoins révélé l'existence d'une répartition en deux groupes des

stocks de T. cruzi

Un autre élément a pu être relevé dans cette étude: les différences de migration entre

électromorphes successifs sont nettement plus grandes chez T. cruzi ( de l'ordre de 5 mm) que

chez E. coli (1 mm). Ceci résulterait d'une accumulation plus importante de mutations au sein

de cette espèce.

Ces différentes constatations suggèrent une divergence phylogénétique intraspécifique

plus grande chez T. cruzi, bien que la distance de Jaccard ne le mette pas en évidence.

Les RAPD ont révélé l'existence de bandes partagées par J'ensemble des slOcks chez E.

coli (bandes générées par les amorces Al, A2 et A 16) ou uniquement par certains groupes de

stocks chez les deux espèces (ex: l'amorce AlO). Ces bandes communes constituenl des

caractères synapomorphes que l'on retrouverait chez le plus récent ancêtre commun. L'amorce

AlO, par exemple, montre trois bandes caractéristiques chacune d'un des trois groupes

subspécifiques de l'espèce E.co/i définis par Ochman et al.. Ces différentes amorces pourraient

être utilisées comme amorces-diagnostic de l'espèce. De même chez T. cruzi (Tibayrenc et al.

1993), de nombreuses amorces-diagnostic (une trentaine environ dont l'amorce AX) donnanl

des bandes amplifiés chez tous les slOcks ou sous groupes de stocks mais absenlès ChèZ dèS

espèces voisines telles que T. cruzi marinkellei ont été découvertes.
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VI CONCLUSION

L'étude présentée ici doit être considérée comme préliminaire, et devra obligatoirement

être complétée d'une nouvelle ligne de résultats après une nouvelle phase de mise au point

technique, ponant en particulier sur l'électrophorèse d'isoenzymes sur acétate de cellulose,

employée pour la première fois chez E. coli.

(a) Mise au point de marqueurs génétiques

L'électrophorèse d'isoenzymes sur acétate de cellulose a donné des résultats déjà

exploitables chez E. coli, et présente par ailleurs les mêmes avantages que pour les protozoaires

parasites (Ben Abderrazak el al. 1993) : simplicité d'emploi et rapidité. Une phase additionnelle

de mise au point s'avère cependant nécessaire avant que l'outil ne puisse être considéré comme

opérationnel: un minimum de 15 locus apparaît requis pour l'analyse de génétique des

populations et de phylogénétique.

Le RAPD donne des résultats satisfaisants et exploitables: l'infonnation phylogénétique

semble robuste, comme le montre la corrélation significative entre distances génétiques

isoenzymatiques et RAPD, résultat préalablement observé pour T. cruzi (Tibayrenc el aL. 1993).

Le RAPD présente le grand avantage de reposer sur une technique standard, utilisable quel que

soit l'organisme à l'étude, alors que les isoenzymes nécessitent à chaque fois une mise au point

spécifique.

(b) Structure des populations

Aussi bien pour les données publiées par Ochman el al. ()1)84) LJue pour les résultats

que nOLIs avons produits, les tests de déséquilibre de liaison développés à l'origine pour les

protozoaires parasi tes (Tibayrenc el al. 1990) ont montré chez E. coli des résultats fonement

positifs, ce qui corrobore l'hypothèse d'une structure clonale présentée par Selander et Levin

(1980). La présence de génotypes répétés ubiquistes suggère que le déséquilibre de liaison chez

E. coli n'est pas imputable à la seule distance géographique. Cenains tests de déséquilibre de

liaison (tests pratiqués au sein de chaque groupe, ou en éliminant les génotypes répétés) se sont

révélés négatifs. Ce résultat, qui n'a jamais été observé chez T. cruzi, pourrait suggérer deux

hypothèses:

(i) tests devenant non significatifs quand ils sont pratiqués au sein d'un groupe au lieu de

l'espèce entière: Je groupe représente une sexualité cryptique (Maynard Smith et al. 1993).

(ii) tests devenant non significatifs quand ils sont pratiqués après avoir éliminé les génotypes

répétés : la population à l'étude présente une structure épidémique (propagation de clones

éphémères au sein d'une espèce fondamentalement sexuée)

Cependant, à ce stade de notre étude, ces tests, basés du reste sur une approche qui

pourrait présenter certains biais (Tibayrenc 1995 Adv. Parasitol.), doivent être interprétés avec
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prudence: impossibilité de rejeter l 'hypothèse nulle (ici: absence de déséquilibre de liaison)

n'est pas confIrmation de cette hypothèse, et peut-être dû simplement à un manque de puissance

du test.

Il n'en demeure pas moins que la structuration des populations d' E.coli semble moins

forte que celle des populations de T. cruzi. Un tel résultat était impossible à affIrmer sans

l'approche comparative directe développée ici.

(c) Analyse phylogénétique

Faute de temps, nous n'avons pas pu mettre en oeuvre les techniques classiques

d'analyse phylogénétique, et nous avons dû nous contenter d'élaborer des dendrogrammes

UPGMA. Cependant, la corrélation très signifIcative mise en évidence entre distances

isoenzymatiques et distances RAPD suggère que les deux groupes révélés par cette analyse au

sein des stocks de T. cruzi représentent des lignées évolutives distinctes.

Les groupes que nous observons chez E. coli recoupent dans une cenaine mesure ceux

mis en évidence par Ochman et al. (1984) bien que contrairement à ces auteurs, nous n'en

observions que deux. Ici cependant, notre technique isoenzymatique devra être perfectionnée

avant que nous ne puissions considérer nos analyses phylogénétiques comme véritablement

exploitables.

Les distances de Jaccard ne prennent en compte que le paramètre présence-absence des

oandes, sans tenir compte de la distance de migration des électromorphes. Nous avons

constamment observé que les électromorphes d'E. coli SOnt très proches les uns des autres,

contrairement à ce qui est observé chez T. cruzi. Or il a été suggéré que la plus ou moins

,grande différence de migration d'électromorphes reflétait des divergences phylogénétiques plus

ou moins grandes (Briscoe et al. 1987). Dans le laboratoire d'accueil, une distance génétique

basée sur ce principe a été utilisé pour étudier la divergence phylogénétique au sein du genre

PhYlOnlOnaS (Guerrini 1989). Faute de temps, nous n'avons pu meme en oeuvre celle

approche, qui aur,lit très probablement indiqué des distances génétiques nellement plus faibles

au sein d'f. coli que chez T. cruzi.

La présente étude a permis de jeter les bases de l'approche comparative entre

microorganismes qui constitue le fondement à venir du laboratoire d'accueil. D'une manière

générale, cette approche comparative aussi directe que possible a permis de montrer, aussi bien

pour l'analyse de génétique des populations que pour celle de phylogénétique, que les

similitudes entre les profils évolutifs d'E. coli et T. cruzi n'étaient pas aussi poussées LJue ne

pouvait le laisser penser l'analyse des seules données de la littérature. Notre travail de thèse

visaa ù compléter ce travail préliminaire, et à l'enrichir par la prise en compte d'autres espèces

bactériennes.
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ANNEXE 0

Les différentes applications de la génétique des populations des microorganismes

TaMe 1 Tlle applied and basic aspects of population genelics of microorganisms.

r-bin applications of population genetics and
cvu(ution::,ry ~tudic.~ in microbiology

E"idellliologicai trading
Olecking for the stability of microbial genotypcs over
Sp:lCC and time

Short-term Ievel: nosocomial epidemiolo!!.v·
~-h

Long-term lcvel: broad-scale cpidemiology

To.l<lI/(lIlI.\"

MlI~1 bc firsl hascd lIpon phylogcnyC
E.\ploring thc rcl::llionships bctween genctic
diversity and the commonly accepted ta>.:onomical
nomenclature
Looking for hidden genetic subdivisions within
prcscntly identitied species

SlIItlies t!oll-IISlrClIl/I ['-0111 .t~("lIctics

Impact of genetic diversity and phylogenctic
divergence on the relevant properties of
microorganisms

Virulence, resistance tO drugs, immuno!o!'.ic;J.1
pallems, susceptibilily 10 p;tential vaccin'es
Vector and host specificity

Tr.mslation in terms of
basic sciencc

Structure and dynamics of
microbia! populations
Impact of genetic
recombination on
population structure;
evolutionary role of sel(

Molccular phylogcny;
evolutionary role of sel(

Adaptative significance of
microbial genetic diversity
VeclOr/hostJparasite co
evolution

• Til1le and space scales: days-months. h(lspital b<l~ed.

h Time and space sc.alcs: months-years, village based.
C Time and spacc scalcs: millions of years, COUl1lr\"- or cominent-widc, up to the
,,"ilote geogr::lphical r.lIlge of the spccics_ -

Tibayrenc 1995 (Advances in Parasitology)



ANNEXE 1

Noms et Codes d'ientification des
systèmes enzymatiques étudiés :

code
Nom Abréviation international

Gycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase GAPD E.C.1.2.1.12.
Glutamate oxaloacétate transaminase Gor E.C.2.6.1.1.
Gl ucose-6-phosphate déhydrogénase G6PD E.C. 1.1. 1.49.
Glucose -phosphate isomérase GPI E.C.5.3.1.9.
Malate déshydrogénase MDH E.C. 1.1. 1.37.
Mannose-phosphate isomérasc MPI E.C.5.3.1.8
Nucléoside hydrolase (inosine) NHI E.C.2.4.2.-.
Nucléoside phosphorylase NSP E.C.2.4.2.1.
Phosphogluconate déshydrogénase 6PGD E.C. 1.1. 1.44.
Superoxide dismutase SOD E.C.1.15.1.1.

Conditions électrophorétiques:

Enzyme Tampon Imbibition Migration Voltage Temps
dilution dilution

GAPD A sel 0,1 1 100 V 20'
Gor A sel 0,1 1 70V 20'
G6PD HR 0,5 1 160 V 20'
GPI III Shaw 0,2 1 160 V 20'
MDH III Shaw 0,3 1 120 V 20'
MPI HR 0,5 1 160 V 20'
NHI DR2X 1 1 200 V 15'
NSP A sel 0,08 1 100 V 20'
6PGD A sel 0,1 1 100 V 20'
SOD SOD 1 1 160 V 20'

Tampons de migration et d'imbibition

Tampon Dési2nation Composition
A sel Selander A Tris 0,68 M, Acide citrique monohydrate 0,01 M, pH 8.0
Dr2X Richardson D x2 Tris 15 mM, EDTA 5mM, MgCl2 1°mM, Acide borique 5,5 mM pH 7,8
HR HR Tris-Barbital-Sodium Barbital (HR Helena) pH 9
nI Shaw Shaw n° ID Tris 0,5 M, Acide borique 0,65 M,EDTA 0,016 M, pH 8.0
SOD SOD Tris 0,1 M, Acide borique 0,3 M pH 7.6*

* nécessÏle r addition de 10 % de Sucrose



ANNEXE 2

Solutions de révélation

Enzyme Tampon de réaction Solution de coloration
GAPD 2.5 ml Tris HCl 1 M pH fructose 1,6-diphosphate 12.5 mg, aldolase 0.7 UI, ac.arsenique 12.5

8, eau qsp ID ml mg, ac. pyruvique 12.5 mg, NAD 4 mg, NET 2.5 mg, PMS 3 mg

GOT JO ml Tris HCl 0.1 M pH L.ac.aspartique 25 mg, ac. a-Kétoglutarique 20 mg,pyridoxal 5-
8 phosphate 3 mg, fast blue BB salt 20 mg

G6PD 5 ml Tris HCl 1 M pH 7, D-glucose-6-phosphate 5mg, MgCI2 50 mg, NADP 5mg, NET 2.5
eau qsp 10 ml mg, PMS 3 mg

GPI 2.5 ml Tris HCl 1 M pH Fructose-6-phosphate ID mg, glucose-6-phosphate déshydrogénase 5
7, eau qsp 10 ml UI, Mg02 50 mg, NADP 5 mg, NET 2.5 mg, PMS 3mg

MDH 1 ml Tris HCl 1 M pH 8, ac.malique 1 M ph 7 0.9 ml, NAD 4 mg, NET 2.5 mg, PMS 3 mg.
eau qsp ID ml

tv1Pl 2.5 ml Tris HCl 1 M pH mannose-6-phosphate 20 mg, glucose phosphate isomérase JO UI,
7, eau qsp JO ml glucose 6 phosphate déshydrogénase la UI, Mgcl2 50 mg, NADP 5

mg, NET 2.5 mg, PMS 3 mg.

NHI 10 ml Tris HCl 0.1 M pH inosine JO mg, xanthine oxydase 0,6 UI, !'l'ET 2.5 mg, PMS 3 mg.
8

NSP 10 ml tampon Phosphate Xanthine oxydase 0.8 mg, NET 2.5 mg, PMS 3 mg
0.1 M

6PGD 2.5 ml Tris HCl 1 M pH 6-phosphogluconique JO mg, MgCI2 50 mg, NADP 5 mg, NET 2.5
8, eau qsp 10 ml mg, PMS 3 mg

SOD IOml tampon phosphate EDTA 7.5 mg, INT 3.5 mg.Aprés la migration, conserver à l'ahri cr
01 MpH7.5 la lumière et à température ambiante pendant la min, puis exposer à

une lumière Ouorescente pour la révélation des bandes.

Séquences nucléotidiques des amorces

code 5' to 3'
Al CAGGCCCTTC
A2 TGCCGAGCTG
A3 AGTCAGCCAC
A4 AATCGGGCTG
A7 GAAACGGGTG
A9 GGGTAACGCC
AlO GTGATCGCAG
Al3 CAGCACCCAC
Al6 AGCCAGCGAA
A17 GACCGCTTGT
Al9 CAAACGTCGG
A2ü GTTGCGATCC



ANNEXE 3:
Zymodèmes des 27 stocks de E. coli caractérisés sur la base de 10
systèmes enzymatiques

Souches GOT NSP GPI GAPD SIXPG SOD MDH G6PD NHI MPI

R4 1 1 2 1 3 1-4 1 2 2 1

R9 1 1 2 1 2 1-4 1 2 2 1

R13 1 1 2 1 2 1·4 1 1 2 1

R14 1 1 2 1 2 1-4 1 1 2 1

R15 1 1 2 1 2 1 1 2 2 4

R16 1 1 2 1 1 1-4 1 2 2 4

R18 1 1 2 1 2 1 1 1 2 1

R22 1 1 2 1 2 1-5 1 2 2 4

R25 1 1 2 2 2 1 1 2 2 1

R27 1 1 2 1 2 1-4 1 2 2 3
R36 1 1 4 1 1 1 3 2 2 3
R4D 1 1 4 1 1 1 3 2 2 3

R42 1 1 3 2 2 3 2 2 3 3

R43 1 1 2 1 2 1 1 2 2 2

R45 1 1 4 1 2 1-4 1 2 2 5

R47 1 1 2 1 1 1 4 2 2 4

R48 1 1 3 1 2 1 1 2 2 3

R5D 1 1 5 1 3 1 2 2 2 3

R52 1 1 4 1 2 1-4 1 2 2 1

R54 1 1 4 1 2 1 1 2 2 1

R57 1 1 4 1 2 1 1 2 2 1

R58 1 1 4 1 2 1 1 2 2 1

R59 1 1 4 1 2 1 2 2 2 2

R61 1 1 4 1 3 1 1 1 1 1

R67 1 1 4 1 3 1 1 2 2 3

R68 1 1 2 1 2 1 2 2 1 2

R71 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1



ANNEXE 4: Rapdèmes des 27 stocks de E. coli caractérisés avec 12 amorces.

Bouche8 Al A2 A3 A4 A7 AS Al0 A13 A18 AH AIS A20

R4 2 4-6 2-9 9-' '-15 '0 1-4-9 12-13 4-5 4-5 3·6-10 11-'2-14 6-8-12

AlI 2 4-6 2-9 9-' , 10-13 '-3-4-5-9 10 1-2-5 2-4·5 6-7·10 11-'2-14 6-8

R13 2 6 5-9 9-15 '2 1-3-4-5-9 1-10 1-5 2-4·5 2-5-6-8-10 11-12-14 12

R14 2 6 2-5-9 9-'2-'4-15 4 1-3-4-5-9-11 2-10-13 '-2-3-5 2-4-5 2-5-6-8-10 11-12-14 '2
R15 2 6 2-5-8-9 9-'5-19 8-'0 3-4-5-9 8-10 1-2-3-5 4-5 5-10 11-12-14 5·6-9-1 '-12

R18 2 6 2-8-9-11 4-9-'5-19 la 3-4-5-9 10 1-2-3-5 3-5 6-8-'0 11-'2 8-12

RIB 2 5-6 2-8-9-1 , 9-'5-'9 '0 4-5-9 la 3-5 2-4 5-10 11-'2-'4 8-12

R22 2 6 2-5-8-9 9-'8 5-'0 3-4-5-9 5-6 '-3-5 3-5 6-'0 , 1-12 8-12

R25 2 5-6 2-9 9-15-19 10 3-4-5-9 10 3-5 4-5 5-6-10 11-12-14 8-12

R27 '-2 1-6 '-2-9 6-2' 10-1 '-12 3-4-5-9 13 1-3-5 3-5 '0-" 12 8-12

R38 '-2 2-6 3-5 2-8-9-10 10 4-5-9 10-13-14 3 4 3-5-8 14 1-2-3-7-8

R40 1-2 2-6 2-3-7-9 2-20 '-3 5-9 10-'2 3 3 5-6 2-6-7-11-14 2-8-12

R42 2 6 5-9-'0 1-7-8-9-17 9 3-5-9 7-10-13 3-5 6 6-6-10 4-11-12-13 12

R43 2 6 6-7 11-12-15 9-10-13 3-5-8-9 10-13 1-3-5 3 2-5-6-10 8·12 6-12

R45 2 6 2-9 19 10 3-4-5-9 4-15 5- 3-5 5-9-10 14 '2

R47 2 6 2-8-9 7-19 12 3-5-6-9 10-13 3 6 2-5-6-9 14 8-12

R48 2 6 2-8-9 2-7-9 6-10 4-5-9 9-10-13 3-7 1-3 5-6-7 14 8-10-11

RSO 2 2-3-6 2-8-9 9-10-20 7-13 4-5-7-9 4-10-13 3 2 2-5-6 14 8

R52 2 4-6 2-5-9 1-9-' '-13 2 5-8-9 '1 3 2-4 2-5-6 5-9-11 8

R54 2 4-6 2-5-9 1-9-11-13 2·10-11 5-8-9 11 3 2-4-5 4 1-3-5-7-11 4-8

R57 2 4-6 2-5-9 1-9-11-13 2-10-11 5-7-8-9 11 3 2-4-5 2-5-6 1-5-7-11 4-8

Rsa 2 4-6 2-5-9 1-9-11-13 2-10-' 1 5-8-9 11 3 2-4-5 6 1-5-7-11 4-8

R58 2 4-6 2-5-9 1-9-11-13 2 5-7-8-9 11 3 2-4-5 1-2-5-6 1-6-7-' 1 4-8

R81 2 3-4-6 2-9 2-3-8-9-11-13 10-11 2-5-9 2 3 4-5 2-6-8-12 7-11 7-8

R87 2 6 2-4-9 16-19 10-11 5-9 4-13 3-5 4-5 6-6-10 14 8-12

R88 1-2 5-6 2-4-5-9 13-19 10-11 3-5-9 4-8-'3 5-7 4-5 5-6-10 12 6-8-12

R71 2 6 2-3-9 5-13-19 12 5-9 8-14 3-5 4-5 5-10 '2 12
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ANNEXE 5: Dendrogramme UPGMA élaboré à partir des distances de Jaccard
calculées avec les données isoenzymatiques d'Ochman et al. (1984)



ANNEXE 6 : Tests statistiques 01 ET 02

test Dl génotypes effectif observé Fréquence attendue Probabilité Résultats

Escher/chia coll

nos Isoenzymes R13 2 3,81 10-3 4,8 10-3 significatif

R36 2 5,81 10-4 1,17 10-4 significatif

R54 3 3,58 10-2 7,12 10-2 non slgnllicatll

isoenzymes d'Ochman R13 3 7,3 10-9 1,1 10-9 slgnlflcalll

R52 2 3,7 10-4 4,9 10-5 significatif

RAPD (12 amorces)

RAPD combinaison A R52 2 2,49 10-4 2,17 10-5 slgnllicalil

RAPD combinaison B

Trypanosoma cruz/

Isoenzymes canUI 2 8.39 10-8 1.94 10-12 signlflcafl'
CBB 2 2.58 10-4 1.83 10-5 slgnlflcalll

CUCA 3 5.4 10-4 3,17 10-7 slgnlflcatll

M6241 3 4,31 10-6 1,62 10-13 slgnllicalil

fIfl 2 5.91 10-4 9.57 10-5 slgnlllcalil

RAPD 79 4 2,95 10-4 8,05 10-11 slgnllicalil

CBB 2 6,85 10-4 1.28 10-4 significatif

CUTIA 3 6.85 10-4 6,45 10-7 slgnlflcatll

test D2 nb de génotypes nb de génotypes Probabilité Résultats

répétés observés répétés attendus

Escherlch/a coll

nos Isoenzymes 3 3 0,2123 non signlllcatll
4 0,0273 slgnlflcatll

5 0,03 slgnlflcalll

6 0,002 slgnlflcalll

isoenzymes d'Ochman 3 3 0,0009 significatif
RAPD (12 amorces) 0

RAPD combinaison A 3 1 1 non slgnllicatll

RAPD combinaison B 0

Trypanosoma cruz/

isoenzymes 3 1 1 non slgnlflcatll

2 0,0048 slgnlflcalll

RAPD 4 1 1 non slgnl1lcatlf

2 0,0057 slgnlllcalII



ANNEXE 7 : Tests statistiques e et f

test e nb de génotypes nb de génotypes Probabilité Résultats

différents observés différents attendus

Escher/chia coll

nos isoenzymes 23 20 0.0005 slgnUlcall!

21 0,0017 slgnUicatlf

22 0,0155 slgnl1lcatl!

23 0,0759 non slgniflca!l!

isoenzymes d'Ochman 24 24 0,0001 slgnl1lcatlf

RAPD (12 amorces) 27

RAPD combinaison A 24 26 0.0031 slgnlflcatl!

27 1 slgnl1lcatlf

RAPD combinaison B 27

Trypanosome cruz/

isoenzymes 17 23 0.0048 significatif

24 1 slgnl1lcatlf

PAPD 18 23 0.0057 slgnlllcatil

24 1 slgnlllcatl1

test f moyenne du déséquilibre Probabilité Résultats

déséquilibre allendu

Escher/ch/a coll

nos isoenzymes 0,0007 0,001 0,05 non significatif

isoenzymes d'Ochman 0,0014 0.003 < 10·4 slgnillcall1

RA PD (12 amorces) 0,0001 0,003 < 10·4 slgnl1lcatlf

RAPD combinaison A 0,0001 0.005 < 10-4 signl1lcatlf

RAPD combinaison B 0,0001 0,001 0,1555 non slgnl1lcatlf

Trypanosoma cruz/

isoenzymes 0,0019 0,021 < 10-4 slgnUlcatlf

PAPD 0,0019 0.017 < 10-4 slgnUlcatl!



ANNEXE 8 : tests statistiques 9 et 9 intragroupes

test 9 coefflclent de Probabilité Résulets

corrélation

Escher/ch/a coll

nos Isoenzymes-RAPD(12 amorces) 0.44 < 10-4 slgnlflcalll

isoenzymes d'Ochman-RAPD(12 amorces) 0.39 < 10-4 significatif

nos isoenzymes-RAPD combinaison A 0,46 < 10-4 slgnlflcalll

nos Isoenzymes-RAPD combinaison B 0.28 1,4 10-3 slgnllicatif

Trypanosoma cruz/

isoenzymes- RA PD 0,89 < 10-4 slgnlflcalll

test 9 Intragroupe coefficient de Probabilité Résultats

corrélation

Escher/ch/a coll

nos Isoenzymes-RAPD(12 amorces)

groupe 1 (-)0,08 0.82 non slgnllicalif

groupe 2 0.39 < 10-4 significatif

isoenzymes d'Ochman- RA PD( 12 amorces)

groupe 1 0.019 0,4427 non significatif

groupe 2 0.33 < 10-4 slgnlllcalII

Trypanosoma cruz/

Isoenzymes-RAPD

groupe 1 0,4 0,00157 significatif

groupe 2 0,74 < 10-4 significatif



ANNEXE 9

Test statistique f appliqué sans les génotypes répétés

te 5 t f moyenne du déséquilibre Probabilité Résultats

déséq uili bre attendu

Escherichia coli

nos isoenzymes 0,0009 0,0009 0,4416 non significalif

isoenzymes d'Ochman 0,0015 0,0028 0,0004 significatif

RAPD combinaison A 0,001 0,002 0,0227 non significalif

Trypanosoma cruzi

isoenzymes 0,002 0,018 < 10-4 significatif

RAPD 0,002 0,01 < 10-4 significatif



ANNEXE 10
Origine des 29 souches d' E. coli utilisées dans notre étude.
Données isoenzymatiques d'Ochman et al.(l984): Zymodèmes et groupes d'appartenance de ces
souches.

1 SOUCHE ORIGINE GROUPE ENZYMES 1

-N~--rANCIENt-E RÉF-. HOTE (sexe)- MDH 6PG ADK PEP2GOl IOH-GPI iCON-MPI G6PG AD-H
~ RM39A HUMAIN (F) IOWA 1 2-'5 4 7 3 2 4 6 3-! 2--+'

1 r=L_-=RM66C-'- HUMAIN (F) IOWA 1 2 13 4 5--3--2--..4- -6 -~] 2- '
_9_LFN98. HUMAIN (F) SUEDE 1 2 9 4 5 3 2 4 7 3 I_~ __,
13 FN 10 HUMAIN (F) SUEDE 1 2 6 4 7 3 2 4 7 3 , ,
14- r-' P62 HUMAIN (F) SUEDE 1 2 6 4 7 3 2, 4 --7- --3--1-, ,-

[~lL~ :~~~l1~~~ ~~Eï~~;~)~~~i~:~g~~_-_ :----~-' ~ =t_ ~ tJ ~: -t:=!fq:-
22 RM215C BOEUF BALI 1 2 6 4 7 3 2 4 6 8 2 ,
2S---'----MSI·-r---- CHIEN - NEW-YORK---r-- 1 2 5 4 - 5 35-1-4- '7- -3- 1--2 -1"--,-

_27 -=t RM24J_.__ GIRAFE WASHINGTON Il ~_ ~_...3_ 2.-1.. 5_.5 .....6 ?t::q-'-
t ---~~ -h~~~;~t~ HU~';~N(F) A~~~R:A :: -~-+--:- _:~- i-- J__~ -. ;_, ~ ;J_~I_:_

40 1 P60 HUMAIN (F) SUEDE Il 6 4 5 5 3 5 7 7 7 2 6

421 DARi HUMAIN (M) MASSACHUSETTS Il 2. 6 4 5 3 ) 4---6-~II_=~J6_
~FN36 HUMAIN (F) SUEDE Il 2 6 4 5 3 5 4 6 5 2 1 6

145-TRM201c COCHON --INDONESIE Il 2 6 4 5 3 5 7 6 - '-f-s- z '-'-6-
1=:f_4.c7;gM2l le MOUTON NELLE-GUINËE Il 7 4 4 S 3 5 .. -2~ -7- '- 6-
1 48 C90 HUMAIN (F) SUEDE Il 2 6 4 5 4 5 6 6 7 2 1

1 50 P97 HUMAIN (F) SUEDE Il 5 14 4 5 3 5 -1-9- 5 7 2-6
52 - RM73A OURANG-OUTAN WASHINGTON III 2 6 5 2 4 6 7 6-f-3--2--6-

-'-~1-RM64A HUMAIN IOWA III 2 6 5 2 3 -5 7 6-- -3- -2--6--
------------ -- - - ,,------_._- -------------------------- ._- ------- --- - -- .. -,-- --- ---

57 RM71B GORILLE WASHINGTON III 2155 2 357 6 3 2 6

1 58 RM185S LION WASHINGTON III 2 6 4 2 4 5 -7- -7 -_l-z=J-
59 SIL8 HUMAIN (M) MASSACHUSETIS III 2 6 4 4 3 5 7 6 3 2 6

1 61 1 FN23 HUMAIN (F) SUEDE III 2 14 5 4 3 5 7 6-f---3- Z - Ü -1=67 J RM217T CHEVRE INDONESIE III 2 10 4 5 3 5 7 6 3 2 6

68 1 RM224H(f) GIRAFE WASHINGTON III 2 6 4 4 3 5 4 6 7 2 1 6

71 1 ABU84 1 HUMAIN (F) 1 SUEDE III 1 2 1 5 1 4 1 7 1 3 1 5 1 2 1 6 1 3 1 2 1 0



ANNEXE II

Dendrogrammes UPGMA élaborés à partir des données isoenzymatiques et RAPD de Tibayrenc
et al. ( 1993) sur les 24 stocks de T. cruzi.

RAPD MLEE

15d 1 33(14Ch)
i -1 32(15Bo)

'--------- 30(16Br)

1 ~ 27(17Br)-x-...· 39( 18Ch)
lOb 17b 19 39( 19Ch)
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,-'--- • 39(21 Br)

L.- 43(22Ch)

1 X-.-.~ ;~~~~~~~
lOc 15c 19c
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