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Résumé Les leishmanioses vectorisées par des femellesdigieres hématophages
(phlébotomes) sont des maladies qui touchent ge léventail de Mammiféres dont I'homme. Les
agents de ces maladies, lssishmania ont longtemps été considérés comme fondamentateme
clonaux, avec des phénomenes de recombinaisoniaacale. Nos travaux montrent qu'en réalité,
pour les différentes especes que nous avons pieétledgénome des leishmanies porte la signature
d'une reproduction sexuée assez importante (ausn@@ive, dont 28% en autofécondation, pour
guyanensis Il apparait également que les populations ddnfeanies se structurent en petites sous-
populations ou la dérive génétique agit rapidemirgst donc indispensable d'échantillonner ces
organismes a des échelles spatio-temporelles irdsgeelles que moins de 100 km2 de surface
(voire méme beaucoup moins) et un intervalle dgogemaximum d’'un an ). Polr. guyanensis
pour qui ce calcul a été possible grace au géamdéément des souches, nous avons pu constater
des capacités de diffusion maximales modestesodérd' de 19 km par an (et probablement
beaucoup moins), ce qui laisse supposer une diffugassive par les acteurs naturels du cycle

(mammifeéres sauvages et femelles phlébotomes).



Introduction

Les leishmanioses sont des maladies vectoriellds tauchent un large éventail de
Mammiféres dont 'homme. L’'OMS a estimé a 367 mili le nombre de personnes exposées a la
maladie, a 14 millions le nombre de personnes iééx; et & 1,5-2 millions le nombre de nouveaux
cas par an (WHO, 2002). Malgré les recherches nsedépuis le début du siécle, des études
récentes (Gaunt et al., 2003; Gradoni et al., 2@3an et al., 2003; Nasereddin et al., 2005)
montrent la réactivation de nombreux foyers, I'apppa de nouveaux foyers épidémiques, ainsi
gu’une sous-estimation de la gravité de ces affestiet de leur impact socio-économique. Par
ailleurs, les associations leishmaniose/VIH posentprobléme de plus en plus préoccupant, y
compris dans les pays industrialisés (sud de I'Bewalont la France) (Wolday et al., 2001,
Desjeux, 2004).

Les Leishmania parasites protozoaires kinétoplastidés, sontalgsnts pathogénes des
leishmanioses, et les femelles phlébotomes (insedigtéres) leurs vecteurs. La transmission
s’effectue par l'inoculation des parasites a urehddrtébré lors du repas sanguin d’'un phlébotome
femelle infecté. Le cycle de développement celial&st complet quand, lors d’'un repas sanguin,
un phlébotome femelle ingére des cellules héteteoant des parasites.

Avant nos travaux, il était globalement admis tpugenreleishmanigprésentait un systeme
de reproduction fondamentalement clonal, associéded phénoménes de recombinaison
occasionnelle (Dujardin et al., 1995; Bafuls et)99a; Bafuls et al., 1999b; Tibayrenc & Ayala,
2002). Cependant, toutes les études publiées énédtisées a partir de marqueurs, de stratégies
d'échantillonnage et de méthodes d'analyse maleouggaptés. L'utilisation de I'hétérozygotie
locale, a une échelle spatiotemporelle la plus itédpossible, mesurable chez les organismes
diploides comme c'est le cas pour llesshmania s'avére un outil précieux (De Meels & Balloux,
2004, , 2005; De Meeds et al., 2006). De plus,mécent il a été démontré pour la premiere fois
expérimentalement qu’'une éventuelle recombinaisxuée entre souches leishmaniennes d’'une

méme espece pouvait avoir lieu chez le vecteur hénts et al.,, 2009). Néanmoins, ces



expériences ne permettent pas d'inférer la fréquete ces échanges génétiques. Il est donc
essentiel pour toutes ces raisons de réalisertddes2de génétique des populations avec des outils
d'analyse, des marqueurs moléculaires et des dibramges adaptés.

Dans ce contexte, I'un des objectifs de notreepag recherche ANR, et sans aucun doute le
plus abouti, a consisté en l'analyse de la stmatélgi reproduction de divers échantillons de
Leishmaniaavec des outils permettant de contréler au mit@aspéct échantillonnage. Pour cela,
nous avons considéré une échelle spatio-tempdagtieis restreinte possible et les échantillons ont
été caractérisés par un grand nombre de marquearssatellites. Ces marqueurs sont caractérisés
par des séquences d'ADN répétées en tandem, sgBquphes et en principe non codantes, donc
non soumises a sélection naturelle (Jarne & Lagb@@6) et dont la distribution du polymorphisme
ne devrait refléter que des processus démographigystémes de reproduction, dispersion, taille
de populations).

Nous allons résumer dans ce qui suit les résuttbtsnus sur trois jeux de données qui
montrent que le génome des leishmanies porte ute dmpreinte de reproduction sexuée et que

leurs populations sont structurées a trés petheltec

Matériel et Méthodes

Le premier jeu de données concerne des souchd®especeleishmania braziliensis
collectées en Forét Amazonienne dans deux départerde surfaces de 100-200 kmz environ, l'un
situé au Pérou (32 isolats en 1993, 24 isolats9®d)let l'autre en Bolivie (33 isolats en 1994, 36
souches en 1998) isolées de 125 patients humagsss@liches ont été génotypées au niveau de 12
loci microsatellites (Rougeron et al., 2008).

Le second jeu de données concerne 28 souches rdplec@ Leishmania guyanensis
contenant des souches présentant le profil isoestiyue diagnostique soit de panamensis
espéce au statut controversé, soitLdeyuyanensisAu Pérou, 10 souches identifiées comime

guyanensiont été génotypées. En Equateur, quatre souchetfiles commé.. guyanensigt 14



souches ded.. panamensisont été génotypées. Cing souches de référenceégalement été
rajoutées, trois de. guyanensisune delL. panamensigt une dd.. braziliensiscomme racine des
deux autres especes. Malheureusement la distnibtéimporelle n'est pas tres homogéne avec des
souches isolées entre 1991 et 1992 en Equatentretl®87 et 2000 au Pérou. Ces souches ont été
génotypées au niveau de 12 microsatellites misogt pour I'étude a partir de différentes sources
(Russell et al., 1999; Rougeron et al., 2008).

Le troisieme jeu de données concerne les éclargipprélevés en Guyane dans le cadre des
missions financées par I'ANR. Les souches de 188mis ont été isolées, 37 en 2006, 52 en 2007
et 64 en 2008. Chaque souche a été géoréféredeatfiée commd.. guyanensipar PCR-RFLP
(Rotureau et al., 2006; Simon et al., 2010) et ggré® au niveau des 12 loci microsatellites mis au
point lors du travail précédent.

Les méthodes d'analyses utilisées font appektinfiation non biaisée désstatistiques de
Wright (Wright, 1965) par la méthode de Weir et Katam (Weir & Cockerham, 1984). IEgs
mesure la consanguinité relative des individusrgpport a la consanguinité des sous-populations.
Il varie entre -1 (tous les individus hétérozygopesir les deux mémes alléles) et 1 (tous les
individus homozygotes avec au moins deux alléles dae sous-population) et il est nul quand la
probabilité d'identité entre deux alleles d'un méntividu est égale a celle entre individus de la
méme sous-population (attendu sous Hardy-Weinb&'gst donc une mesure de la déviation par
rapport au modeéle de rencontre aléatoire des gan@ammixie). On peut inférer par exemple, en
cas d'exces d'homozygotie, le taux d'autofécondatidFs/(1-Fs) (voir par exemple (De Meels &
McCoy, 2009)). Lé=st mesure la consanguinité relative des sous-popuakaar rapport a celle de
la population totale. Il varie entre 0 (la consangé locale est égale a celle mesurée entre sous-
populations) a 1 (chaque sous-population ne cangjenin seul des alleles présents). Il s'agit donc
d'une mesure de la différenciation génétique estres-populations qui est reliée a la quantité de
migrants échangée entre sous-populations. Entre staus-populations par exemple le nombre de

migrants par génératioNem=(1-Fs7)/8Fst (voir par exemple (De Meels & McCoy, 2009)) Mgl



est l'effectif efficace (effectif génétique) d'upepulation locale emn la proportion d'immigrants;
alors que dans un modéle en pas japonais (stepfing) en deux dimensions et entre deux sous-
populations adjascentdkm=1/27b oub est la pente de la régressiesy/(1-Fst)=a+bLog(Dg) et ou

D¢ est la distance géographique entre deux sous-gigng (isolement par la distance) (voir par
exemple (De Meelis & McCoy, 2009)). Il est égalenietgressant de noter queHgr mesure aussi
l'effet Wahlund, c'est a dire s produit par la différenciation génétique entresspapulations si
ces dernieres étaient réunies en une seule, ebrigeant pour les effets dus au régime de
reproduction local.

La déviation par rapport au O attendu est testée randomisations. Estimations et
randomisations sont effectuées par le logiciel tF€Boudet, 1995) ou, pour l'isolement par la
distance, le logiciel Genepop (Rousset, 2008).

Pour détecter un effet Wahlund dans nos sous-éttbas (excés d'homozygotes dans un
sous-échantillon dus a la présence d'individus rag@pant a des sous-populations différentes) nous
avons utilisé un logiciel de clusterisation Bayase BAPS (Corander et al., 2004; Corander &
Marttinen, 2006) qui recherche parmi toutes leditiars possibles, celle qui agrége les individus
les plus ressemblants.

Afin d’identifier par simulation le set de paramest possibles correspondant au mieux a nos
données obtenues, nous avons utilisé le logicigyFap 2.0.1 (Balloux, 2001).

Quand les données le permettaient, nous avonsragat utilisé les méthodes du logiciel
MLNE (Wang & Whitlock, 2003) pour estimer les effiés efficaces et les taux de migrations sur

données spatio-temporelles.

Résultats et discussion
L'analyse des données debraziliensisrévele un trés important excés d'homozygotes dans
tous les échantillons par rapport aux attendus sbypothése de croisements au hasard des

gameétes (Figure 1). Une analyse spécifique suggégeces homozygoties ne peuvent étre dues a



des alleles nuls (non amplifiés par PCR) car audanc (homozygotes nuls) n'est apparu durant le
génotypage. Par ailleurs une analyse de régresain@ le nombre de sites hétérozygotes et la taille
des alleles (avec une corrélation attendue négatieeplaide pas en faveur des conversions
géniques, fréquentes chez les leishmanies (Maueical., 2007). Par contre, une analyse avec le
logiciel BAPS permet d'expliqguer une grande paf@ @4) de cette homozygotie par un effet

Wahlund, c'est a dire un mélange d'individus n'#gepant pas aux mémes unités démographiques.

Figure 1: Led~ s mesurés dans les différents sous-échantilloris eaziliensisainsi que ceux

obtenus dans les clusters construits par le Idgie®S.
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L'homozygotie résiduelle reste cependant sigrifieaavec urfFs=0,3, compatible avec une
autofécondation ds=0,46. Il est cependant possible que BAPS ne saitparvenu a trouver toutes
les partitions possibles étant donnée la tailleadess échantillonnées et le nombre de souches dont
nous disposions. La structure pourrait se situerédéchelle beaucoup plus petite.

Du fait que la plus grande part de la distributilenl'information génétique est expliquée par

les clusters définis par BAPS, nous trouvons dd&rdnciations résiduelles modestes mais



significatives entre le Pérou et la Bolivie en 199% de la variation totale) et entre années paur u

méme pays, ce dernier point témoignant d'une dégémétique (stochasticité des populations)
significative méme a grande échelle et de la nééese ne pas mélanger des souches non
contemporaines comme cela est cependant trop soleveas dans ce type d'études.

Pour les données de guyanensis/panamensisl Pérou et en Equateur, eu égard a la
modestie de I'échantillonnage, les conclusionsoné gas définitives mais apportent d'intéressantes
ouvertures. Tout d'abord I'homozygotie est trésefdfs entre 0,7 et 0,8) sans aucune donnée
manguante (pas d'allele nul). La faiblesse desnditioas ne nous a pas permis d'explorer plus en
avant les causes possibles de cette homozygotimmrée. Nous supposons qu'un effet Wahlund
doit également s'exprimer ici en plus du systemeegeduction. Ensuite, la géographie et le statut
spécifiqgue (controversé) sépardnt guyanensisde la contestéd. panamensigouent un role
structurant important et significatif. La différaatton géographique reste le facteur majeur. La
différenciation entre "espéces" est plus modessmeffre d'un possible passage de genes entre les
deux taxons comme cela semble relativement fréquiext les leishmanies (Bafiuls et al., 2007).

PourL. guyanensien Guyane Francaise, aux échelles les plus finssilges (localités)
nous observons encore ici une importante et trgeifiative homozygotie Ks=0,3, valeur
identique a celle trouvée dans les clusters BAP&.daraziliensi$ et une absence de données
manquantes qui exclut I'existence d'alleles nubdence de déséquilibre de liaison, qui peut aussi
étre attribuée a un manque de puissance, maisusiliaiosence de tout génotype répéte, confirment
cette fois que les populations deguyanensisie sont pas majoritairement clonales et au coatrai
produisent de nombreux descendants par voie sekia&s. avons pu estimer, a l'aide des outils de
géneétiques des populations ainsi que par simulatsos EasyPop 2.0.1 que nos résultats étaient
compatibles avec un taux de clonalit¢é de0,4, une autofécondation de=(1-c)s=(1-
0,4%0,47=0,28 et une allofécondation de 0,32. Une inambe différenciation génétique sépare les
différentes années et un important et signifiagatfement par la distance a pu étre mis en évidence

Avec l'aide des résultats donnés par MLNE et eimasit que la surface d'un foyer correspondait a



peu prés a celle des localités (entre 10 et 100, kimotis avons pu estimer une densité variant de
0,13 a 1,3 souches/km? (avec une moyenneNgd3 individus par sous-population) et une
dispersion de 1 a 3 km par cycle, correspondamt @ombre de migrants d&m=2,8 individus par
générations entre sous-populations mitoyennesasaibaximum (pas de retours en arriere) 6 a 19
km par an.

La conclusion de ces études est que la clonaliigeince peu la distribution de l'information
génétique dans les populations de leishmaniesliguieat une large part de leur effort reproductif
dans la voie sexuée. Les unités de base populatieerde ces parasites se situent a une faible
échelle réunissant peu d'individus. La dérive esicdapide. Echantillonner sur de grandes surfaces
et intégrer des individus non contemporains somicdies pratiques qu'il faudra désormais éviter
dans les futures études. Ces derniéres permettegmtéciser les résultats que nous avons obtenus et
de savoir si ces derniers se répetent ou si anaianta structure des populations des leishmagties
leur stratégie de reproduction dépend de l'espéfmi ede l'environnement. Les modestes
convergences observées entrguyanensigtL. braziliensislaissent présager une homogénéité, au
moins pour les espéces de foréts tropicales du émuvionde. Des données surdonovanidans
un village du Soudan et sur infantumau Sénégal permettront de tester cette hypothgsgesix
especes de I'Ancien Monde (analyse et article earscale finalisation, Rougeron et al. en

préparation).
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En parallele d’'une meilleure connaissance du nepded des résultats remarquable issu des
travaux présentés ici concerne les recommandagiorisrmes de stratégies d'échantillonnage pour
ce type d'organismes (ex. Trypanosomatidés). Lsemn compte de ces recommandations devrait
permettre de beaucoup mieux appréhender I'épidégmlet la transmission des maladies qui
encore aujourd’hui recélent bien des zones d'ordbterme, les connaissances issues de ce type
d'études permettront une bien meilleure évaluatilms risques dans les différentes zones
concernées. La valorisation a court terme se tradwus forme de publications et communications
internationales. Nous espérons également précigerconnaissances a l'aide des résultats de
portage et d’identification d'espéces des préléevsnfaits sur la faune sauvage ou domestique et
sur les vecteurs dans différentes zones plus omsremthropisées (travail en cours, Faye et al.

2010, Senghor et al. ei%révision, Faye et al. e% révision).
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