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Dans cet article, nous tenterons de montrer quela
génétique des populations n’est pas seulement pour
le parasitologue une discipline de «sciences fonda-
mentales», mais qu’elle constitue en fait un détour
obligé pour tout chercheur désireux de caractériser
les souches de parasites (spécialement les micro-
organismes) a l'aide des outils nouveaux apportés
parlabiochimie etla biologie moléculaire. Refuser ce
détour équivaut & chercher a utiliser une machine
complexe sans son mode d’emploi. Nous commen-
cerons par résumer les principaux résultats obtenus
par approche de génétique des populations, puis
nous discuterons de leurs implications en
épidémiologie et en médecine.

Des études au long cours de génétique des po-
pulations ont montré que plusieurs espéces majeures
de protozoaires parasites (dont les Leishmania,
Trypanos;)?na cruzi, T. brucei, Giardia duodenalis, et
Entameeba histolytica) ont une structure de popula-
tions «clonale» ou «quasi-clonale»: c’est la «théorie
clonale des protozoaires parasites» (Tibayrencetal.,
1981, 1984, 1986; Tibayrenc, Kjellberg & Ayala, 1990).
La spécificité de ce modele n’est pas de dire que ces
organismes sont capables de reproduction clonale :
ceci était déja bien connu & I'échelle du laboratoire.
Ce qui n’avait jamais été éclairci, ni méme considéré,
était I'impact effectif, sur le long terme, du mode de
reproduction deces parasites sur lastructuredeleurs
populations. Montrer l'existence de clones qui du-
rent quelques heures au laboratoire est une obser-
vation banale. Montrer que ces clones sont capables
de se propager sans changement génétique notable
pendant des années, sur des milliers de kilometres
est tout 2 fait différent en termes de conséquences
épidémiologiques, et ne peut se faire que par’appro-

UMR CNRS ORSTOM 9926 : «Génétique moléculaire des
parasites et des vecteurs», ORSTOM, BP 5045, 34032
Montpellier Cedex 01, France.
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che spécifique de génétique des populations déve-
loppée dans le cadre du modgle clonal.

Lesargumentsindirects (circumstanyial évidence)
en faveur d’une propagation clonale sont constitués
par des écarts considérables par rapport aux pré-
dictions de la loi de Hardy-Weinberg, et des désé-
quilibresde liaison importants (voir 'encadré 1 pour
les termes spécialisés de génétique des pdpulations).
Les tests de déséquilibre de liaison sont plus fiables
que ceux basés sur la loi de Hardy-Weinberg. En
effet, ces derniers tests demandent que plusieurs
conditions soient remplies : (i) les alleles de chaque
génotype doivent &tre identifiables; (ii) la ploidie de
l'organisme doit &tre connue; (iii) 'organisme ne doit
pas étre haploide. Dans beaucoup de cas, ces condi-
tions ne sont pas remplies. Les tests de déséquilibre
de liaison permettent de s’en affranchir totalement,
ce qui les rend trés robustes (Tibayrenc, Kjellberg &
Ayala, 1990).

Plasmodium falciparum semble présenter un cas
trés spécial : ce parasite est classiquement un orga-
nisme sexué, et il est trés probable que la
recombinaison génétique est un fait majeur de son
cycle naturel. Cependant, par marquage
isoenzymatique multigénique, nous avons observé
(Ben Abderrazak, 1993) un déséquilibre de liaison
notable dans4 populations de ce parasite sur 5. Pour
3 de ces populations en déséquilibre, les conditions
de sympatrie étaient satisfaisantes.

Ce résultat insolite confirme des analyses anté-
rieures menées sur des données plus fragmentaires
(Tibayrenc, Kjellberg & Ayala, 1990 ; Tibayrencet al.,
1991). Ils sont en désaccord avec I'hypothése
«potentiellement panmictique» proposée pour ce
parasite (Walliker, 1985). Cette derniére hypothése,
en effet, stipule que 'espéce entiere P. falciparum doit
étre considérée comme une seule communauté
potentiellement panmictique, au sein de laquelle les
obstacles au flux génique ne sauraient étre que géo;,
graphiques ou temporels (comme dans I'espéce hu-
maine, par exemple). Les écarts importants a la
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panmixie que nous avons relevés sont compatibles
avec I'hypothése qu'un mode quelconque de repro-
duction uniparentale opére en plus du cycle sexué
«normal». Cependant, il est important de souligner
que le déséquilibre de liaison observé chez P. falci-
parum ne peut se comparer a ceux qu’on reléve chez
Trypanosoma cruzi ou chez Leishmania par exemple.
Une propagation clonale occasionnelle chez P. falci-
parum pourrait s’expliquer simplement par de forts
taux d’autofécondation (Dye, 1991). En effet,
autofécondation chezunorganismehaploidegénére
des clones, dans l'acception de ce terme utilisée en
génétique despopulations (Tibayrenc & Ayala, 1991;
voir 'encadré 1). Si de tels clones existent réellement
chez P. falciparum, la question de leur stabilité dans
Vespaceetdansle temps(qui conditionne étroitement
leur importance épidémiologique) est ouverte, et fait
actuellementl’'objetd’undébat (Day et al., 1992). 1 est
uneautreexplication possibleauxécartsala panmixie
observéschez ceparasite :c’estl’existencede deuxou
plusieurs espéces cryptiques insoupconnées au sein
de P. falciparum (Tibayrenc, Kjellberg & Ayala, 1990).
L’état actuel des données ne permet pas de trancher.

Méme chezles parasites pourlesquelsla structure
clonale est «évidente», lemodele quenous proposons
ne stipule pas que la sexualité est absente, mais

seulement, qu’elle n’est pas suffisamment fréquente
pour brouiller le tableau prédominant de structure

clonale,

Figure 1 : Profils isoenzymatigues vus pour une

enzyme monomérigue

Génotypes: a/a homozygote a/b hétérozygote b/b homozygote
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Figure 2: Profils isoenzymatiques vus pour une

enzyme dimérique

Génotypes: a/a homozygote a/b hétérozygote b/b homozygote

kil
’ RRER =

Structure de co

la molécule: O
o0 (00

Géne:  Une séquence d'ADN codant pour un
polypeptide donné. Plus généralement : n’importe
quelle séquence d’ADN déterminée. Ce sens large, pas
troporthodoxe, est celui qui est utilisé dans les présents
tests de génétique des populations.

Haploide: DansY organisme étudié, chaque
chromosome (et donc chaque g2ne) existe en un seul
exemplaire. L'état haploide est souvent noté : «1N», ou
«N» dans les articles.

Diploide : Dans l'organisme étudié, chaque chro-
mosome (et donc chaque géne) existe en deux exem-
plaires. Beaucoup d‘organismes «supérieurs» (dont
’'Homme) sont diploides. L'état diploide est fréquem-
ment noté : «2N» dans les articles.

Aneuploide:  Lenombred’exemplaires est dif-
férent d'un chromosome & I'autre (cf. la trisomie 21, ou
mongolisme, dans laquelle le chromosome 21 est en 3
exemplaires).

Allele (s) :Formes moléculaires différentes d‘un
méme gene,

Homozygote:  Chez un individu appartenant &
une espéce diploide, les deux exemplaires d‘un géne
donné présentent exactement la méme structure
moléculaire (voir Figures 1 et 2),

ENCADRE 1 : PETIT MANUEL DE GENETIQUE DES POPULATIONS

Hétérozygote: Chez un individu appartenant a
une espéce diploide, les deux exemplaires d'un géne
donné présentent une structure moléculaire différente
: cet individu recéle deux alléles différents du méme
géne (voir Figures 1 et 2).

Fréquence allélique: C'est le rapport : effectif
observéd'unalléledonné / nombre total d’aliglesdans
une population donnée. Considérons un exemple nu-
mérique. Dans une population de drosophiles (les
drosophiles sont diploides et sexuées), on étudie un
géne donné pour lequel on enregistre l'existence de
deux alléles, a et b Sur 100 individus, on note la pré-
sence de 36 génotypes homozygotesa/a, 16 génotypes
homozygotes b/b, et 48 homozygotesa/b. Etantdonné
que Yorganisme est diploide, sur 100 individus, ily a
200 alléles. Chez un homozygote a/a, il y a 2 exemplai-
res de V'alléle a. Chez un homozygote b/b, il y a 2
exemplaires del’alléleb Chez un hétérozygotea/b, ily
a un seul alléle a, et un seul alléle b. L'effectif total des
allzles a est donc : deux fois le nombre d'individus a/
a (36 X 2), plus le nombre d’individus b, Il y a donc 120
alleles a. La fréquence de cet allele est : 120 / 200 = 0,6.
De méme, le nombre total d’alléles b est : deux fois le
nombre d'individusb/b (16 X 2), plus le nombre d'indivi-
dusa/b, =80.La fréquence de cet alléle est : 80 / 200 = 0,4.
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Cette nuance est importante. En effet, des phéno-
" menes de recombinaison intermittents pourraient
avoir un impact profond sur le devenir des clones a
I'échelle évolutive. Cet impact, qui pourrait éire va-
riable d’une esp&ce a I'autre, et méme, d"un cycle
écologique & V'autre au sein d'une méme espéce,
conditionne la stabilité des clones sur le long terme,
etdonc, leurimportance médicaleet épidémiologique:
plus les clones sont stables, plus ils se comportent
comme des taxons (des «pseudoespéces»).

Le modgle clonal, qui accepte une certaine «dose
de sexe», est ainsi parfaitement compatible avec les
phénoménes de sexualité observés ou soupgonnés
chez Trypanosoma brucei et Leishmania, par exemple
(Jenni et al., 1986, Bastien, Blaineau & Paggs, 1992 ;
Lanotte & Rioux, 1990). La véritable question n’est
pas: «y a-t-il sexe ou pas?», mais : «quel est I'impact
réel du sexesurlastructuredes populations naturelles
de ces parasites ?». L'approche de génétique des
populations et le modele clonal s'inquidtent en fait
assez peu des mceurs sexuelles des parasites, et se
focalisent bien davantage sur la structure de leurs
populations.

Nous avons déja dit deux mots des implications
de ces résultats pour I'épidémiologie et la médecine.
Elles apparaissent clairement (voir Table 1): plusil y
a de sexe, et plus les génotypes de ces parasites sont
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instables. Dans le modégle potentiellement
panmictique (Walliker, 1985), ils ne durent qu’une
génération ou au mieux, un petit nombre de géné-
rations, aprés quoi leur «personnalité génétique» se
dilue dansle pool commun. Selon un tel modéle, ilest
donc absurde de chercher a caractériser les souches
de parasites dans le cadre d’enquétes
épidémiologiques. En revanche, si la recombinaison
génétique est rare ou absente, les génotypes se pro-
pagent virtuellement identiques & eux-mémes, et il
est donc licite et souhaitable de les «typer», ¢'est-a-
dire de les caractériser, puisqu'ils sont stables dans
Yespace et dans le temps.

La démarche de «typer» les souches de parasites
revient donc en fait & une prise en compte implicite
(le plus souvent inconsciente) du modéle clonal.

L’opposition modele panmictique/modeéleclonal
a également des implications considérables en
taxonomie (Table 1) : méme si les résultats actuels
demandent 4 étreraffinés, nousensavonsamplement
assez pour dire que la majorité des protozoaires
parasites del’hommene sont pasdesanimaux sexués
«normaux». Ceci doit conduire a rejeter formelle-
ment dans leur cas le concept biologique de I'espece
(Mayr, 1940), quirepose surlecritered’interfécondité.
On doit alors s’en tenir a cette catégorie arbitraire
qu’est «’agamospecies», ¢’est-a-direl’espece définie

Etant donné quil y a seulement deux alleles différents
dans cette population pour ce géne, ce dernier résultat
aurait pu sedéduire de 1a fagon suivante : fréquence de
b =1 moins fréquence dea,=1-0,6=04.

Locus: C’estlalocalisation physique d’un géne
donné sur le chromosome. Par extension, dans le jar-
gon des généticiens des populations, le terme «locus»
désigne en fait souvent le géne lui-méme.

Clone, clonal, clonalité : Une propagation «clonale»
n'est pas synonyme de propagation «mitotique». En géné-
tiquedes populations,on parledeclones toutes les fois que
les individus d’une lignée donnée sont génétiquement
identiques entreeux, etal'individu parental (Tibayrenc
& Ayala, 1991). A part la reproduction mitotique, ceci
s'observe dans plusieurs types de parthénogenése, et
aussi, dans le cas d"une autofécondation chez un orga-
nisme haploide. Ceci fait qu‘on peut observer une
structure clonale chez des animaux montrant une
méiose, et méme, des copulations. Du point de vue de
la génétique des populations, le terme de clonalité met
I'emphase davantage sur la structure des populations
que sur les meeurs sexuelles,

Tests de clonalité : L’hypothése nulledetous
les tests congus pour mettre en évidence une clonalité
est que, dans la population étudiée, les échanges gé-

ENCADRE 1 : PETIT MANUEL DE GENETIQUE DES POPULATIONS (SUITE)

nétiques se font au hasard («panmixie»). Des écarts
importants par rapport aux prédictions de la panmixie
peuvent donc &tre considérés comme des arguments indi-
rects («circumstantial evidence») en faveurd"uneinhibition
des échanges géniques dans la population & I'éude.

Les deux conséquences fondamentales des échanges
sexués sont la ségrégation desallélesa un locus donné, etla
recombinaison des génotypes d'un locus & Iautre.

Ségrégation, équilibre de Hardy-Weinberg :
La ségrégation désigne la réassociation des alléles d un
locus donné. Ce phénoméne s’explique par les
réassortiments qui prennent place au moment de la
méiose. La libre ségrégation des alleles est vérifiée par
la loi dite de Hardy-Weinberg. Considérons le cas
d’une population panmictique chez un organisme
diploide. Soit un géne auquel ségrégent deux alleles, a
et b. La fréquence de a est p, et la fréquence debestq
= 1- p. La loi de Hardy-Weinberg prédit que les fré-
quences de chacun des 3 génotypes possibles, & savoir
a/a, a/betb/b seront respectivement de p2, 2pq et q2.
Tel est le cas de la population décrite au paragraphe:
«fréquence allélique». Si les fréquences observées sont
statistiquement différentes des fréquences attendues,
c’est 14 un argument pour dire que les flux géniques
sont inhibés dans cette population.

Bull, liais. doc. - OCEAC Vol.26 N°3 Septembre 1993

123

—



Table 1 : Résumé des implications respectives du modile «potentiellement panmictique» et du modéle

«clonal» en épidémiologie, et en taxonomie des protozoaires parasites.

sont des unités potentiellement

SEXE FREQUENT ou USUEL SEXE RARE ou ABSENT
(Ie modgle «potentiellement (le modele «clonal»)
«panmictigue»
Utilisation des génotypes ) . .
( odemes, schizodémes, INTERDITE : ces génotypes sont ATJTORISEE ET RECOMMANDEE : les
RAPDdemes, etc) comme INSTABLES, et durent seulement génotypes sont stables pen-
unités taxonomiques pour : une génération ou un petit dant des années, voire &
- Enquétes épidémiologiques | e de générations. I'échelle évolutive.
- Immunologie
- Elaboration de vaccins
et de drogues
- Etudes cliniques
Concept d'espéce chez les Concerr MixoLociQUE (homirne, AGAMOSPECIES, aux limites
. i arbitraires. Bases possibles de
protozoaires parasites. drosophiles, etc). Les especes description®* : po

- Divergence phylogénique (cf

-

panmictiques, isolées Giardia)

génétiquement des autres - Propriétés biologiques et

espaces médicales spéciales (Shigella et
. Escherichia coli).

- Combinaison des deux
approches : divergences
phylogéniques + caracteres
médicaux (Entamaba
histolytica).

* Voir discussion détaillée dans Tibayrenc (1993).

ENCADRE 1 : PETIT MANUEL DE GENETIQUE DES POPULATIONS (SUITE)

Recombinaison, déséquilibre de liaison: La
recombinaison est le phénoméne qui se traduit par la
réassociation des différents génotypes d'un locus &
I'autre. De méme que la ségrégation, elle est le résultat
de la méiose (disjonction au hasard des tétrades et
crossing-over). En cas de panmixie (libre
recombinaison), la probabilité attendue d"un génotype
multilocus donné est le produit des probabilités obser-
vées des génotypes unilocus qui le composent (par
exemple, dans une population humaine panmictique,
sila fréquence du groupe sanguin ABest de 0,3, et celle
du groupe sanguin Rh (+) est de 0,7, la fréquence des
individus qui sont & la fois AB et Rh (+) est 0,3 X 0,7 =
0,21. Une inhibition de la recombinaison aboutit & un
déséquilibredeliaison, ouassociation non randomique
entre loci (les prédictions des probabilités attendues
pour les génotypes multilocus ne sont plus remplies).
Par exemple, si la fréquence des individus ABet Rh (+)
était de 0,8 au lieu de 0,21, ceci indiquerait que les deux
loci sont liés I'un & Yautre (ils ne sont pas transmis
indépendamment 'un de 'autre).

Tests de recombinaison spécifiques : Plusieurs
tests complémentaires ont été proposés (Tibayrenc,
Kjellberg & Ayala, 1990) pour explorer différentes con-
séquences du déséquilibre de laison. Tous ces tests

prennent pour hypothése nulle une situation parfaite-
ment panmictique. Ils sont résumés ci-apres :

d1:est la probabilité combinatoiredéchantillonner
tel génotype (qu’on soupgonne d’étre sur-représenté)
avec un effectif égal ou supérieur & celui qui est effective-
ment observé. Cette probabilité P est donnée parla formule

2 plxt.(1-x)""

P=3

i il(n—0)!

dans laquelle x = probabilité attendue du génotype
multilocus, telle que définie plus haut (produit des
fréquences observées des génotypes unilocus qui le
composent) ; 7 = nombre d’individus échantillonnés ;
et m = nombre d’individus de I'échantillon qui possé-
dent ce génotype particulier,

Cetest est basé sur le fait qu’en cas de reproduction
clonale, les génotypes se reproduisentinchangés d'une
génération & I'autre comme des photocopies : certains
d’entre eux seront donc représentés en excés par rap-
port aux prévisions panmictiques.

d2=probabilitéd'observer n‘importequel génotype
avec un effectif égal ou supérieur a celui du génotype
le plus abondant dans I'échantillon.
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sanslesecours du critere d’interfécondité. Le fait que
la description des agamospecies soit une question de
convenance ne doit pas conduire & renoncer & un
effort taxonomique indispensable. Il fautsimplement
étrebien conscient du fait que ces «espéces» n‘ont pas
leméme statut biologique que les «vraies» especes, et
s’entendre clairement sur les bases retenues pour les
décrire (Tibayrenc, 1993).

Pour des raisons didactiques, la Table 1 montre
une opposition polarisée entre les deux modeles,
opposition qui pourrait se montrer artificielle dans
certains cas : il faut bien étre conscient qu’entre ces
deux modéles extrémes, tout un continuum de cas
possibles pourrait s'observer. Dans son étatactuel, la
génétique des populations ne fournit pas d’outils
fiables pour explorer de fagon rigoureuse de telles
situations intermédiaires. C’est 12 le défi que devront
relever ces recherches dans les années & venir.
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e = probabilité d’observer un nombre de génotypes
différents égal ou inférieur & celui qui est effectivement
observé dans I'échantillon. En cas de reproduction
asexués, du. fait que ségrégation et recombinaison sont
inhibées, on s‘attend 4 ce que le nombre total de
génotypes soit diminué par rapport & une population
sexuée. Ceci n'est pas obligatoirement le cas, car la
variabilité clonale peut étre considérable.

f = probabilité d’observer un niveau statistique de
déséquilibre de liaison aussi élevé que celui qui est
effectivement observédans!'échantilion. Cette mesure
statistique de déséquilibre de liaison se fait selon des
indices classiques (voir Zhang, Tibayrenc & Ayala,
1988).

d2, e et f sont basés sur des simulations de Monte
Carlo, avec 104 itérations.

Biaisages possibles:  Ces tests ne sont pas des
preuves directes de propagation clonale, mais de sim-
ples indications d'écarts & la panmixie. D'autres fac-
teurs pourraient rendre compte des résultats en inter-
rompant le flux génique au sein des populations étu-
diées. lis sont briévement résumés ci-apreés

ENCADRE 1 : PETIT MANUEL DE GENETIQUE DES POPULATIONS (FIN)

Obstacles physiques au fiux génique : des sépara-
tions géographiques, ou temporelles, cu une combinai-
son des deux, interrompent le flux génique et générent
des différences de fréquences alléliques d"une popula-
tion & lautre. Ceci conduit automatiquement & des
écarts par rapport a l'équilibre de Hardy-Weinberg et
& un déséquilibre de liaison.

Sélection naturelle : elle peut moduler les fréquen-
ces alléliques (en favorisant certains alléles au détri-
ment d'autres), et ainsi, modifier les prédictions de la
panmixie.

Spéciationbiologiquecryptique(spéciation «vraie:
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voir Tibayrenc ef al., 1991.
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