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Introduction

Une maniere d’appréhender I'adaptation des pathogenes a de nouveaux
environnements est d’analyser d’anciens évenements d’émergence (i.e. d’anciens
évenements de colonisation). L’agent de la malaria humaine, Plasmodium falciparum, est, en ce
sens, un bon modele biologique. En effet, au cours de son histoire évolutive, P. falciparum a
colonisé de nouvelles populations et de nouveaux territoires de multiples fois. Un des
évenements connus d’émergence de P. falciparum dans une nouvelle aire géographique a été
son introduction en Amérique du Sud, a partir de I’Afrique, au cours de la traite des Noirs
(1-3). Au cours de cette colonisation du nouveau monde (intervenue dans les 500 dernieres
années), le parasite a rencontré des conditions environnementales radicalement différentes
de celles qu’il connaissait sur le continent africain: un nouvel environnement hote humain
(des populations amérindiennes, des populations européennes, des populations africaines
mixtes) ainsi qu'un nouvel environnement vecteur. Anopheles darlingi (sous-genre
Nyssorhynchus), est le vecteur principal de P. falciparum en Amérique du sud (4), tandis qu’en
Afrique les vecteurs majeurs sont A. gambiae et A. funestus (sous-genre Cellia). Les
populations amérindiennes sont génétiquement tres différentes des populations africaines
(5). De la méme maniere, A. darlingi est tres différent génétiquement des deux anopheles
vecteurs majeurs d’Afrique, puisqu’il a divergé d’avec elles il y a envrion 100 millions
d’années (6).

Les changements environnementaux qui sont intervenus pendant et depuis la
colonisation du nouveau monde par P. falciparum ont trés probablement exercé de fortes
pressions de sélection sur le parasite. En retour, le parasite a du s’adapter a ces nouvelles
conditions environnementales en évoluant vers de nouveaux phénotypes et donc de
nouveaux génotypes. Comment le parasite s’est-il génétiquement adapté a ces nouveaux
environnements? Quels genes ont été impliqués? Comment ces genes ont évolués dans ces
nouveaux environnements?

L’objectif majeur de ce projet de recherche fut donc de déterminer mais aussi de
comprendre 1'évolution dans des environnements différents, des régions du génome de P.
falciparum qui ont été la cible d"une sélection positive récente en Amérique du Sud et qui ont
ainsi joué un role dans l’adaptation a son nouvel environnement, aussi bien vecteur
qu'humain.

Afin de répondre a cet objectif, un préalable nécessaire était tout d’abord de bien
caractériser I'histoire démographique et I'origine de P. falciparum en Amérique du Sud et ses
conséquences sur la distribution du polymorphisme dans les populations sud-américaines
du parasite.

Ce projet s’articulait donc autour de deux grandes questions :

1) Quelle est I'histoire démographique et l'origine des populations de P. falciparum

en Amérique du Sud ?

2) Quelles régions du génome ont participé a I’adaptation du parasite aux nouvelles

populations humaines colonisées ainsi qu’a la nouvelle espece vectrice ?
Afin de répondre a ces différentes questions, nous avons utilisé les outils et les approches de
génétique et de la génomique des populations. Nous avons d’une part utilisés différentes
méthodes de phylogéographie pour reconstruire I’origine et 1’histoire démographique de P.
falciparum en Amérique du Sud [7] et d’autre part des méthodes de scan génomique pour
déterminer les régions soumises a sélection positive récente dans les populations sud-
américaines (7).



RESULTATS OBTENUS (ET PUBLIES)

Structuration et origine des populations Sud-Américaines de P. falciparum

Pour cerner l'histoire démographique de P. falciparum en Amérique du Sud, nous
avons échantillonné 26 populations du parasite de part le monde: en Afrique, tout d’abord,
car c’est la source supposée du pathogene. Sur ce continent, nous avons tout
particulierement échantillonné les zones d’origine des esclaves amenés en Amérique du Sud
c'est-a-dire toute la bande cotiere d’Afrique de l'ouest. Pour comparaison nous avons
également échantillonné deux autres populations plus éloignées dont I'une est au Kenya et
’autre a Djibouti. En Amérique du Sud, nous avons essayé de couvrir au maximum l’aire de
répartition actuelle du parasite (une grosse partie de 1'échantillonnage a été réalisé par nos
partenaires de I'Institut Pasteur et de I'Université Antilles-Guyane a Cayenne). Enfin, a titre
comparatif, nous avons également collecté des échantillons en Asie (Iran, Thailande,
Myanmar et Laos). Ces différentes collectes se sont faites au travers de multiples
collaborations avec des chercheurs travaillant dans ces différents pays.

Pour l'ensemble de ces échantillons, nous avons génotypé 12 marqueurs
microsatellites ainsi que 384 marqueurs SNPs (I'objectif initial était de ne genotyper que 12
marqueurs microsatellites).

Ce travail nous a permis de confirmer l'origine Africaine de P. falciparum mais
également et surtout de mettre en évidence l'existence de deux clusters génétiques bien
différenciés en Amérique du Sud, fait jusqu’alors inconnu. Un cluster « nord », incluant les
populations Colombiennes et un cluster «sud» incluant les populations de Guyane
Francaise, du Brésil et de Bolivie. Entre ces deux clusters, nous observons 1'existence d'une
zone hybride ou les deux clusters se rejoignent (entre le Vénezuela et le Pérou). Ces deux
clusters génétiques ont tous les deux une origine Africaine. L’utilisation de méthodes
statistiques ABC (pour « Approximate Bayesian Computation ») (8) nous a par ailleurs
permis de démontrer que ces deux clusters génétiques avaient été introduits de maniere
indépendante en Amérique du Sud a partir de I’Afrique ainsi que d’estimer les parametres
démographiques des populations sud américaines comme la taille efficace (d’autres
méthodes ont également été utilisées pour estimer ces tailles efficaces (9, 10)), la force des
goulots d’étranglements au moment de leur introduction ainsi les temps de divergence avec
les populations africaines (11). Nous avons ainsi pu estimer que les populations de P.
falciparum avaient été introduites entre 300 et 700 ans Amérique du Sud (11).

Cette double introduction de P. falciparum en Amérique du Sud peut s’expliquer par
I'histoire de la colonisation européenne du continent sud-américain et plus particulierement
la maniere dont les différents empires (espagnols et Portugais) ont géré le commerce
d’esclaves Africains (traite transatlantique). Entre le 16°™ et le 19¢m¢ siecle, I'empire espagnol
a importé ses esclaves en Amérique du sud en les débarquant au niveau du port de
Cartagena (actuelle Colombie) alors que I'empire portugais les débarquait dans des ports
proches des actuelles villes de Bahia et Rio de Janeiro, au Brésil.

Adaptation génétique aux nouvelles conditions environnementales

Concernant le second volet du projet, la partie relative a I’adaptation génétique du
parasite a de nouveaux environnements, nous n’avons pas pu réaliser le génotypage des
3000 SNPs initialement prévu dans les populations Sud-Américaines afin de déterminer les
régions du génome ayant connu un évenement de sélection positive récent. La raison a cela
fut un probleme d’ordre technique. L’ADN du parasite présent dans les extraits de sang de



patients infectés en Amérique du Sud n’était malheureusement pas en quantité suffisante
pour réaliser ce typage, malgré une amplification globale de génome réalisée au préalable
(comme prévu dans I’ANR).

Plusieurs alternatives a ce probleme ont été envisagées et développées :

1) tout d’abord, nous avons génotypé 384 marqueurs SNPs répartis sur 'ensemble du
génome dans 15 populations de part le monde, incluant toutes les populations sud-
américaines. Bien qu'une partie de ces SNPs était située dans des régions non codantes, une
bonne partie d’entre eux était présente dans des régions codantes. Le choix des SNPs codants
s’est fait de deux manieres: une partie a été sélectionnée de maniere aléatoire dans le
génome et une autre partie a été sélectionnée dans des genes d’intéréts soit connus pour
jouer un rdle dans la résistance aux anti-paludéens soit dans l'interaction hote-parasite. Les
résultats de cette analyse n’ayant pas encore été publiés, nous n’irons pas plus loin dans leur
description.

2) Nous avons également décidé d’analyser de maniere plus approfondie la sélection
opérant sur les genes EBAs (EBA 175, EBA 140 et EBA 181) dans les populations Sud-
Américaines. Ces genes jouent un role dans l'invasion du globule rouge par le parasite et
interagissent avec la protéine Glycophorine A présente a la surface des hématies. Nous avons
séquence chacun de ces genes (~ 1500bp pour chaque gene) dans 6 populations en Amérique
du Sud, 2 en Afrique et une en Asie. Pour comparaison, nous avons également séquencé
dans les mémes populations deux genes de ménage (SERCA (~4000bp et ADSL ~2000bp). A
nouveau, les résultats de ces analyses n’ayant pas encore été publiés, nous n’irons pas plus
dans leur description.

Résultats annexes 1.

Afin de pouvoir mener a bien ce projet et de palier aux problemes rencontrés
(problemes aussi bien techniques, empiriques que théoriques), plusieurs développements ont
été nécessaires et réalisés au cours de cette ANR. Parmi ces développements : 1) nous avons
réalisé des simulations afin de comprendre comment la reproduction clonale et les
caractéristiques d’échantillonnage chez P. falcipaurm pouvaient affecter les estimateurs des
parametres utilisés classiquement en génétique des populations (9). 2) Nous avons également
développé une méthode permettant d’estimer 1'effectif efficace de P. falciparum a partir de
parametres classiquement utilisés en génétique des populations (10).

Résultats annexes 2

Au cours de cette ANR et lors du génotypage des populations africaines de P.
falciparum humains, nous avons décidé de génotyper, pour comparaison, des échantillons de
Plasmodium issus de sangs de grands singes que nous avions a disposition au laboratoire et
qui semblaient infectés par des parasites similaires morphologiquement a P. falciparum. Ce
travail nous a permis de révéler la circulation de P. falciparum chez les gorilles et les petits
singes en Afrique, fait jusqu’alors inconnu. Ces découvertes ont fortement bouleversé 'idée
que l'on avait de l'origine de P. falciparum chez ’homme en Afrique. Cette ANR fut donc
également a l’origine d’une découverte majeure concernant 1'évolution de P. falciparum chez
I’homme en Afrique (12-15).
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