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Introduction

Le parasitisme est une interaction durable dans laquelle un organisme, I'’héte, représente le
milieu de vie d’un autre organisme, le parasite. Le parasite exploite I'hnéte pour sa survie et sa
reproduction ce qui entraine des effets plus ou moins délétéres sur celles de I'héte. Il s’agit
d’'un des modes de vie présentant le plus de succés et qui est apparu dans de nombreux
groupes phylogénétiques (Poulin and Morand, 2000).

Malgré les avancées médicales et 'amélioration de I'hygiéne, les maladies infectieuses
représentent encore 30% des principales causes de morbidité et de mortalité humaine ainsi
que 25% des déces dans le monde, les zones les plus touchées étant les régions tropicales.
Environ 58 a 61 % des pathogénes humains sont considérés comme zoonotiques et parmi
eux 73 a 75 % seraient émergents (Smith and Guégan, 2010). Dans ce contexte ou la
prévalence et la fréquence des maladies infectieuses zoonotiques augmentent, il apparait
important de mieux comprendre la distribution géographique, aussi bien en termes de
variabilité génétique que d’incidence, et I'histoire évolutive des pathogénes zoonotiques (Han
et al., 2016).

Découvert simultanément en 1908 chez un rongeur d’Afrique du Nord, Ctenodactylus gundi,
par Nicole et Manceaux en Tunisie et chez un lapin au Brésil par Splendore (Ferguson, 2009),
Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire, responsable de la
toxoplasmose. L’Homme peut s’infecter par I'ingestion d’oocystes excrétés par les félidés qui
sont les hotes définitifs ainsi que par I'ingestion de kystes tissulaires lors de la consommation
de viande mal cuite provenant des animaux homéothermes qui sont les hétes intermédiaires.
Bien qu’asymptomatique chez les personnes immunocompétentes, cette maladie peut avoir
de graves conséquences chez les personnes immunodéprimées et chez les feetus lorsque la
meére s’est infectée en cours de grossesse. De plus, il existe une hétérogénéité géographique
des formes cliniques de la toxoplasmose, avec la présence de certaines formes séveres
particulierement en Amérique du Sud.

La structure de population de ce parasite est complexe et peut s’expliquer en partie par
certaines de ces caractéristiques telles qu'un large spectre d’hétes, la présence d’'un cycle
sexué chez ses hotes définitifs ainsi que sa capacité a se transmettre d’héte intermédiaire en
hoéte intermédiaire via l'ingestion de kystes tissulaires par carnivorisme. Des variations
géographiques de la diversité génétique existent avec des régions présentant une diversité
élevée, et d'autres régions ou prédominent seulement quelques génotypes clonaux
majoritaires. L’histoire évolutive de ce parasite fait débat notamment son origine
géographique. La diversité génétique plus élevée en Amérique du Sud tendrait a indiquer qu'’il
s’agit de l'origine géographique de T. gondii. Cependant certaines datations moléculaires et la
mise en relation avec I'histoire évolutive de ses hoétes définitifs suggerent plutét qu’il serait
entré en Amérique du Sud via les migrations des félidés. La connaissance de cette origine est
un élément indispensable pour comprendre I'évolution d’un tel parasite ubiquiste et donc le
lien qu’il peut y avoir entre les formes cliniques de la toxoplasmose et la diversité génétique
de T. gondii.

Dans ce travail, nous proposons de déterminer I'origine géographique de T. gondii a I'aide
d'une analyse spatiale ainsi que de déterminer la date du plus récent ancétre commun des
souches actuelles de ce parasite (TMRCA). Des analyses phylogénétiques ont également été
réalisées pour déterminer les relations de parenté entre les différentes souches a l'aide des
mémes marqueurs que 'analyse spatiale.



Chapitre . Classification, biologie et histoire évolutive de Toxoplasma gondii

I.1. Place de Toxoplasma gondii parmi les Apicomplexes
I.1.1. Les Apicomplexes

Les Apicomplexes sont des parasites intracellulaires obligatoires, dont certains sont
importants en santé humaine et animale (Morrison, 2009). Parmi les plus connus, on peut citer
les genres Plasmodium, Eimeria ou encore Theileria ainsi que Toxoplasma gondii,
responsable respectivement du paludisme, de coccidioses animales, de la theilériose et de la
toxoplasmose. Le paludisme est une maladie transmise par les moustiques du genre
Anopheles dans les régions pauvres, tropicales et subtropicales du monde, et est une des
principales causes de mortalité depuis le début de 'Humanité, en particulier chez les enfants
(Tanabe et al., 2010). L’Afrique sub-saharienne paye le plus lourd tribut a cette maladie ou les
jeunes enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes sont les plus vulnérables (White et
al., 2014). La toxoplasmose est une maladie bénigne le plus souvent mais peut avoir de graves
conséquences chez les personnes immunodéprimées et chez les foetus lors d’infections
congénitales. L’incidence globale annuelle de la toxoplasmose congénitale a été estimée a
environ 200 000 cas (Torgerson and Mastroiacovo, 2013). Cette maladie est un probléme de
santé publique en Amérique du Sud a cause de la forte prévalence de formes oculaires dans
la population générale de certaines régions du Brésil, de Colombie et d’Argentine (Glasner et
al., 1992; Rudzinski et al., 2016; de-la-Torre et al., 2009) et de la possibilité de formes séveres
potentiellement fatales a des personnes immunocompétentes en Guyane francaise (Carme et
al., 2002; Demar et al., 2007, 2012). Les espéces du genre Eimeria et Theileria nuisent quant
a elles a la santé animale et entrainent des pertes économiques importantes. Le genre Eimeria
provoque des coccidioses chez les principaux animaux d’élevage et sont en terme d’'impact
économique et de bien-étre animal les parasites les plus importants chez les poulets
domestiques (Clark et al., 2016). Les espéces du genre Theileria infectent un grand nombre
d’animaux a la fois sauvages et domestiques. T. parva, T. annulata et T. lestoquardi sont par
exemple des espéces pathogenes pour les ruminants domestiques (Nene et al., 2016).

L’invasion des cellules hétes par les Apicomplexes se fait de fagon active par mouvement de
glissement, grace a un moteur moléculaire appelé le glidéosome, basé sur un systéme actine-
myosine. T. gondii et Plasmodium sont les parasites de ce groupe les plus étudiés pour
comprendre les mécanismes d’invasion. Le cycle lytique du toxoplasme se déroule en
plusieurs étapes. La premiére consiste a I'attachement du parasite a la cellule héte par des
antigénes de surface, suivie par une réorientation permettant au p6le apical de se placer face
a la surface de la cellule hote. Ce péle apical comprend le complexe apical qui est une
caractéristique des Apicomplexes. Il est constitué du conoide, et de deux organites de
sécrétion, les micronemes et les rhoptries, dont les protéines sécrétées interviennent au
moment de l'invasion (Figure 1). Le parasite entre alors dans la cellule et une vacuole
parasitophore se forme. Elle joue notamment un réle de protection, en permettant au parasite
de se multiplier a I'abri du systéme immunitaire de I'héte, avant de se disséminer (Frénal and
Soldati-Favre, 2013). Un autre organite, I'apicoplaste est présent chez la plupart des
Apicomplexes, et est caractéristique de ce groupe (Figure 1). Il s’agit d’un plaste sans activité
photosynthétique et présentant un génome d’environ 30-40 kb (Arisue and Hashimoto, 2015),
hérité de fagon maternelle (Ferguson et al., 2005). Cet apicoplaste aurait évolué a partir de
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I'endosymbiose secondaire d’'une algue rouge. Les Apicomplexes qui ne possédent pas ce
plaste, tel que le genre Cryptosporidium, I'auraient perdu de fagon secondaire (Arisue and
Hashimoto, 2015).

Conoide
Glidéosome

Complexe apical

Micronéme

Rhoptrie

Apicoplaste

Appareil de Golgi

Mitochondrie

Réticulum endoplasmique

Granule dense
Complexe de membrane interne

Membrane plasmique

Figure 1 : Schéma de la structure d’un tachyzoite de Toxoplasma gondiii.
Source : Adapté de Frénal and Soldati-Favre (2013)

Malgré leur importance médicale et vétérinaire, ce groupe est mal connu. Avec environ 6000
especes identifiées sur les 1,2 a 10 x 108 espéces potentielles (Adl et al., 2007), il fait partie
des groupes d’organismes du vivant les moins bien connus (Morrison, 2009). Cela est en
grande partie d0 au fait que I'échantillonnage en parasitologie est souvent opportuniste, et se
concentre donc sur les parasites étudiés dans les cas de maladies humaines et animales
(Morrison, 2009). Or, bien que les Apicomplexes soient tous parasites, seuls quelques-uns
sont pathogénes pour 'Homme et les animaux domestiques, ce qui explique que de rares
espéces responsables de maladies humaines et animales (toxoplasmose, paludisme,
cryptosporidiose, coccidiose...) soient parmi les plus étudiées dans le monde tandis que la
majorité des autres especes sont parmi les plus méconnues (Lorenzi et al., 2016; Morrison,
2009). Il s’agit d’'un biais important en reconstruction phylogénétique puisque I'absence de
nombreuses espéces ne permet pas de détecter toutes les relations de parenté, alors qu'il
serait important d’avoir une phylogénie la plus compléte possible de ce groupe afin de mieux
les étudier (Morrison, 2009).

I.1.2. Classification des Apicomplexes

Traditionnellement les Apicomplexes sont divisés en 4 groupes : les coccidies, les grégarines,
les hémosporidies et les piroplasmes. Cette classification est utilitaire et repose
majoritairement sur des criteres phénotypiques tels que par exemple le cycle de vie ou des
caracteres morphologiques et ultra-structuraux (Morrison, 2009; Tenter et al., 2002). Bien que
ces caracteres soient utiles pour la description des espéces, il est difficile d’y trouver de
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véritables homologies et donc des informations phylogénétiquement utiles (Tenter et al.,
2002). Les caractéres moléculaires, utilisés par la suite, sont considérés comme plus
informatifs (Tenter et al., 2002). Cependant, la phylogénie des Apicomplexes reste incertaine.
Outre le biais d’échantillonnage déja évoqué, d’autres paramétres expliquent cette absence
de phylogénie stable : les caractéres moléculaires utilisés, le choix des analyses
phylogénétiques, et les discordances entre les classifications (Morrison, 2009).

Les phylogénies des Apicomplexes qui s’appuient sur des caractéres génétiques reposent
essentiellement sur le géne de la petite sous-unité de ’ARN ribosomique (ARN ribosomique
18S). Une phylogénie basée sur un seul géne risque de refléter la phylogénie du géne et non
pas de I'espéce. Cependant dans le cas des Apicomplexes, les autres génes disponibles
proviennent souvent d’études sur d’autres thématiques telles que les vaccins et sont impliqués
dans la reconnaissance de I'h6te et dans l'interaction avec le systeme immunitaire. Ces génes
ont donc tendance a étre soumis a une forte pression de sélection ou a étre spécifiques d’'un
groupe rendant la reconstruction phylogénétique non-robuste ou impossible (Morrison, 2009).
Cependant les groupes monophylétiques déterminés en utilisant le géne ARNr 18S coincident
assez bien avec les grands groupes suggérés par les caractéres morphologiques et le cycle
de vie (Tenter et al., 2002).

La figure ci-dessous (Figure 2) présente une phylogénie réalisée avec un autre gene (DEAD
box helicase protein) (Lorenzi et al., 2016). Elle illustre les 4 grands groupes traditionnellement
trouvés. Toxoplasma gondii appartient au groupe des Sarcocystidae ou coccidies formant des
kystes tissulaires, caractéristique qu’il partage avec Hammondia hammondii, Neospora
caninum et Sarcocystis neurona.

C. parvum | Cryptosporidies
————— B. bovis
100 | Piroplasmes
60 T parvum
100 R | Hémosporidies
P, vivax
[ E. tenella | entériques
S. neurona
" 100 — N i Coccidies
100 ai formant des
100 T. gondii kystes tissulaires
_E H. hammondi
0.1

Figure 2 : Arbre phylogénétique (Neighbour joining) illustrant les 4 grands groupes d’Apicomplexes.

Source : Adapté de Lorenzi et al. (2016)
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Toxoplasma gondii posséde un génome d’environ 65 Mb constitué de 14 chromosomes et de
8322 génes codant pour des protéines. La comparaison de génome avec ceux d’autres
Apicomplexes a permis de mettre en évidence que le degré de conservation de I'ordre des
géenes sur les chromosomes ou synténie était trés élevé entre T. gondii et H. hammondi, et ne
diminuait que faiblement lorsqu’ils étaient comparés a Neospora caninum. Cependant, la
synténie est faible voir absente lorsque c’est Sarcocystis neurona et Eimeria tenella qui sont
comparés aux trois premiers parasites (Lorenzi et al., 2016). Ces résultats confortent le fait
que T. gondii, H. hammondi et N. caninum sont plus proches entre eux qu’avec les autres
parasites du méme groupe et d’ailleurs ils font partie d'une méme famille, les Toxoplasmatinae
(Morrison, 2009; Morrison et al., 2004; Tenter et al., 2002).

1.1.3. Relations de parenté dans la sous-famille des Toxoplasmatinae

Outre les genres Neospora, Hammondia et Toxoplasma, certaines espéces du genre Isospora
feraient également partie des Toxoplasmatinae car ce genre est polyphylétique (Morrison,
2009). Les genres Toxoplasma, Neospora et Hammondia sont trés proches et forment un
clade (Morrison et al., 2004; Tenter et al., 2002). Il a été montré que le genre Hammondia
n’était pas monophylétique. En effet, Hammondia heydorni serait plus proche de N. caninum
tandis que H. hammondi serait plus proche de T. gondii.

Les dates de divergence de ces différentes espéces sont assez controversées et difficiles a
estimer en raison du manque de connaissances sur la phylogénie de ce groupe. Une
phylogénie de quelques Apicomplexes (E. tenella, Sarcocystis tenella, S. neurona, Isospora
belli, H. hammondi, N. caninum et T. gondii) a été réalisée avec les régions de la petite sous-
unité (SSU) et de I'I'TS1 de I’ADN ribosomique. Cette phylogénie ne résout pas les relations
de parenté entre H. hammondi, N. caninum et T. gondii et montre une trifurcation pour ces
trois parasites. Le noeud correspondant a cette trifurcation a été estimé a 12 Ma en utilisant
un taux moyen de substitution de la région SSU calculé a partir de plusieurs taxons (Su et al.,
2003). Une autre phylogénie incluant un nombre plus important d’espéces du groupe des
coccidies et s’appuyant sur des séquences de 'ARN ribosomique 18S montre que T. gondii
est plus proche d’H. hammondi que de N. caninum (Morrison et al., 2004). Avec un taux moyen
de substitution de '’ARNr 18S de 1% pour 100 millions d’années, le TMRCA (Time to the Most
Recent Common Ancestor ou date du plus récent ancétre commun) de N. caninum et T. gondii
a été estimé a 11,3 Ma. Cependant N. caninum, H. hammondi et T. gondii semblent trés
proches sur cette phylogénie avec moins de différences nucléotidiques entre ces trois especes
de genres différents qu’entre certaines espéces du méme genre, comme par exemple deux
especes de Besnoitia (Morrison et al., 2004). En résumé, I'apparition de I'espéce T. gondii est
estimée a environ 11 Ma d’aprés la datation précédente mais la séparation des trois espéces
N. caninum, H. hammondi et T. gondii ne semble pas trés claire car les séquences utilisées
dans cette étude présentent peu de polymorphismes pour distinguer les trois parasites
(Morrison, 2005). Une autre étude comparant les deux génomes complets de N. caninum et
T. gondii, en appliquant la théorie de I'horloge moléculaire, a estimé la divergence entre ces
deux especes a environ 28 Ma avec un intervalle de confiance compris entre 21,7 et 42,7 Ma
(Reid et al., 2012).

Ces différentes études montrent que le choix des séquences est crucial pour reconstruire la
phylogénie des Apicomplexes. Les analyses sur génomes complets permettent d’avoir plus
d’'informations que celles reposant sur un géne. La datation faite a partir des génomes
complets de T. gondii et N. caninum donne une estimation plus ancienne de leur divergence.
Il est donc possible que les séquences sur 'ADN ribosomal sous-estiment les dates de
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divergence. Cependant, la date de divergence entre T. gondii et H. hammondi est plus récente
que celle entre T. gondii et N. caninum et se situerait donc aux alentours de 11 Ma.

I.2. Cycle de vie de T. gondii et diversité génétique
1.2.1. Cycle de vie
1.2.1.1. Cycle de vie de T. gondii et comparaison avec H. hammondi

T. gondii présente un large spectre d’hétes contrairement a beaucoup d’autres Apicomplexes
(Grigg and Sundar, 2009), avec les félidés comme hétes définitifs et les homéothermes comme
hétes intermédiaires (Figure 3).

La reproduction sexuée a lieu dans I'épithélium intestinal du Félidé. Il y a différentiation entre
gamete male et gameéte femelle, fécondation puis excrétion d’oocystes dans I'environnement
via les fécés. Un chat infecté peut excréter des millions d’oocystes (Dubey, 2001). Ces
oocystes ne deviennent infectant qu’apres sporulation. lls contiennent alors 8 sporozoites et
peuvent souiller I'eau, le sol ou les végétaux ce qui permet leur ingestion par un autre hote.
Les sporozoites contenus dans les oocystes sont alors libérés et se convertissent en
tachyzoites, qui se répliquent dans la vacuole parasitophore. lls sortent ensuite activement de
la cellule hote en la détruisant et envahissent de nouvelles cellules. Cette succession d’étapes
invasion, réplication, sortie constitue le cycle lytique du toxoplasme. Les tachyzoites sont les
formes impliguées dans la dissémination rapide du parasite lors de la phase aigle de
l'infection. Sous le contrble de la réponse immunitaire de I'h6te, les tachyzoites se différentient
ensuite en bradyzoites, formes dormantes, contenues dans des kystes tissulaires qui
marquent la phase chronique de l'infection. Ces bradyzoites ont la possibilité de se transformer
en tachyzoites, notamment lors d’une faiblesse du systéeme immunitaire de I'héte. C’est ce
processus qui explique la réactivation de l'infection acquise de fagon antérieure par les
personnes immunodéprimées. Les bradyzoites peuvent conduire a une infection lorsqu’ils sont
ingérés par un autre hote, définitif ou intermédiaire (Blader et al., 2015). La transmission d’hbte
intermédiaire en héte intermédiaire par carnivorisme est une particularité de T. gondii qui
permet une propagation clonale du parasite. Lorsque l'infection est acquise au cours d’'une
grossesse, les tachyzoites peuvent aussi traverser le placenta et infecter le foetus en cours de
développement. Trois voies de contamination existent donc : celle par les oocystes de
I'environnement, celle par les kystes tissulaires et la transmission congénitale.

Bien qu’ils aient divergé il y a environ 11 Ma, T. gondii et H. hammondi sont
morphologiquement proches et jusqu’en 1975, ils ont été confondus. Cependant des
différences majeures existent dans leur cycle de vie (Figures 3 et 4). En ce qui concerne le
spectre d’hétes, celui d’H. hammondi semble plus restreint bien que des incertitudes
demeurent, principalement en raison du faible nombre d’études sur ce parasite. Par exemple,
les hbtes définitifs sont les chats, et probablement 'ensemble des félidés comme c’est le cas
pour T. gondii mais il est difficile de trouver une étude rapportant la présence d'H. hammondi
chez des félidés sauvages. Toutefois, une étude portant sur 45 échantillons de fécés
provenant de félidés sauvages en Amérique Centrale a rapporté la présence d'oocystes
ressemblant a ceux de T. gondii mais n'a pas pu exclure la possibilité qu’il s’agisse en fait
d’oocystes d’H. hammondi par exemple (Patton et al., 1986). Les hétes intermédiaires naturels
trouvés sont les souris, les rats, les chevreuils et les chévres (Dubey et al., 2013). D’autres
hétes, testés de fagon expérimentale, ont été déterminés. Il s’agit des chiens, des cochons,
des singes et des lapins mais contrairement a T. gondii les oiseaux ne font pas partie des
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hétes intermédiaires d’H. hammondi (Dubey and Sreekumar, 2003). Une autre différence entre
les deux parasites est qu’H. hammondi a obligatoirement un cycle a deux hétes. Les oocystes
et les tachyzoites n’infectant pas les chats, ces derniers ne peuvent donc s’infecter qu’en
ingérant des proies présentant des Kkystes tissulaires contenant des bradyzoites d’H.
hammondi. En ce qui concerne les hétes intermédiaires, seuls les oocystes peuvent les
infecter. De plus, H. hammondine se transmet pas de fagon congénitale. Ces caractéristiques
rendent obligatoire le passage par I'héte définitif et par I'héte intermédiaire et ne donnent pas
la possibilité a ce parasite de se propager d’héte intermédiaire en héte intermédiaire par
carnivorisme, comme c’est le cas pour T. gondii. Chez le chat, il 'y a pas de développement
extra intestinal, et seuls des schizontes et des gamontes ont été détectés. Chez la souris
contrairement a T. gondii, les kystes d’H. hammondi se forment préférentiellement au niveau
des muscles et des poumons et non pas du cerveau. (Dubey and Sreekumar, 2003). Le faible
nombre d’études sur H. hammondi s’explique principalement par le fait qu’il s’agit d’'un
organisme qui ne provoque pas de manifestations cliniques. Il est de plus, difficile a différentier
de T. gondii. En ce qui concerne les examens coprologiques, les oocystes d’H. hammondi et
de T. gondii sont similaires. Il existe aussi des réactions croisées en sérologie mais aussi en
biologie moléculaire selon les amorces utilisées (Dubey et al., 2013). L'inoculation aux souris
reste donc I'un des meilleurs moyens de les différencier et ceci en raison des différences de
leur cycle de vie. Les bradyzoites de T. gondii étant infectant pour les hétes intermédiaires, ce
parasite peut se maintenir indéfiniment chez la souris alors qu'H. hammondi ne peut se
maintenir plus d’un passage (Dubey and Sreekumar, 2003).
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1.2.2. Diversité génétique de T. gondii

Plusieurs arguments biologiques, principalement des différences entre isolats de T. gondii
concernant la virulence chez la souris, la capacité de production d’oocystes et la vitesse de
réplication en culture cellulaire ont fait soupgonner I'existence d’'une certaine diversité
génétiqgue dans la population du parasite (Dardé, 1997). Dans les années 1990, des
techniques permettant I'étude de la structure de population de T. gondii se sont développées
(Ferguson, 2009).

1.2.2.1. Marqueurs utilisés pour génotyper T. gondii

L’objectif des mises au point des différentes méthodes de génotypage est d’avoir une
résolution suffisamment élevée pour distinguer les différentes souches.

Les premiéres études ont utilisé les isoenzymes et la méthode de PCR-RFLP qui ont montré
des résultats concordants (Dardé et al., 1992; Howe et al., 1997).

Actuellement le génotypage est principalement réalisé a I'aide de trois méthodes multilocus,
la prise en compte d’un seul locus ne permettant pas de déterminer avec précision le génotype
d’un isolat :

o Les microsatellites correspondent a des répétitions d’un court motif nucléotidique (1 a
6 bp) et sont omniprésents dans les génomes eucaryotes. Ces répétitions entrainent
des erreurs de la polymérase lors de la réplication, conduisant & un nombre de
répétitions différents. Le polymorphisme de longueur induit est alors utilisé dans cette
méthode pour différencier les souches (Ajzenberg et al., 2010).

e Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) :
méthode basée sur des endonucléases qui reconnaissent des single nucleotide
polymorphisms (SNPs) et coupent le produit PCR a cet endroit. Aprés cette digestion,
les fragments sont révélés par électrophorése sur gel d’agarose. |l s’agit donc encore
d’un polymorphisme de longueur (Su et al., 2009).

e Le séquencage de fragments d’ADN : cette méthode permet d’avoir accés a I'ensemble
de la séquence et donc a différents types de polymorphismes : SNPs, insertions et
délétions.

En général, le taux de mutation des microsatellites chez les eucaryotes est estimé entre 102
et 10 par locus par réplication (Su et al., 2009). Il est donc plus important que celui des SNPs
identifiés avec les deux derniéres méthodes qui est d’environ 10° a 10'° par position
nucléotidique et par réplication. Ces différences dans les taux de mutations peuvent améliorer
la résolution de la méthode basée sur les microsatellites, la rendant particulierement utile pour
différentier des isolats génétiquement trés proches. Le séquengage est long et couteux mais
est indispensable en cas d’étude phylogénétique. Malgré son faible pouvoir discriminatoire, la
technique PCR-RFLP est la plus répandue dans les laboratoires en raison de son faible co(t
car elle ne nécessite pas d’appareil de séquencage.

La comparaison des résultats entre les différentes techniques est un probléeme car
actuellement 3 systemes de désignation de génotypes existent en lien avec l'utilisation de
marqueurs précis pour les 3 méthodes ci-dessus.

Une méthode par microsatellite utilisant une seule PCR multiplex avec 15 marqueurs localisés
sur 11 chromosomes différents (TUB2, W35, TgM-A, B18, B17, M33, IV.1, XI.1, M48, M102,
N60, N82, AA, N61, N83) a été mise au point. Elle permet deux niveaux de discrimination des
souches. Le premier, avec les 8 marqueurs TUB2, W35, TgM-A, B18, B17, M33, IV.1 et XI.1
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permet le typage des souches, en différenciant les 3 groupes clonaux majeurs |, Il et lll et les
génotypes atypiques. Parmi ces génotypes atypiques, certains sont caractéristiques de
régions géographiques et ont une dénomination qui rappelle cette origine, comme par exemple
Africa 1-3, Caribbean 1-3 ou Chinese 1. Le deuxieme niveau avec les marqueurs M48, M102,
N60, N82, AA, N61, N83 permet une discrimination plus fine en différentiant des souches
appartenant a la méme lignée (Ajzenberg et al., 2010). La méthode par PCR-RFLP repose sur
une PCR multiplex avec 10 marqueurs (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2,
L358, PK1 et Apico). Pour résoudre le probléme de la désignation de nombreux génotypes,
ceux identifiés par PCR-RFLP sont désignés comme des génotypes « ToxoDB PCR-RFLP #»
suivis d’'un nombre spécifique. La liste des 231 génotypes décrits a I'heure actuelle par PCR-
RFLP est disponible sur une base de données publique
(http://toxodb.org/toxo/showQuestion.do?questionFullName=RflplsolateQuestions.ByGenoty
peNumber, accéde le 17/10/2016). La désignation par haplogroupes est quant a elle basée
sur la méthode du séquencage multilocus de 8 introns de 5 loci : UPRT (introns 1 et 7), MIC2
(introns 1 et 3), BTUB (introns 1 et 2), EF1 (intron1) et HP (intron 2). Cependant, d’autres
marqueurs peuvent étre associés a ces introns comme des marqueurs PCR-RFLP (Su et al.,
2012). De plus, I'évolution des méthodes de séquencgage a également conduit a utiliser les
SNPs provenant de génomes complets afin d’identifier les haplogroupes (Lorenzi et al., 2016).
A I'heure actuelle, 16 haplogroupes ont été décrits.

1.2.2.2. Principaux résultats

Ces méthodes de génotypage permettent d’identifier de nouveaux génotypes et de décrire leur
circulation dans les différentes régions. Cependant, il est difficile a partir de ces résultats de
comprendre les liens entre les différentes souches. Il faut souligner aussi I'important biais
d’échantillonnage de toutes les études qui privilégient l'isolement de souches provenant
d’animaux domestiques (poulets, chats, chiens, moutons, etc.) dans des zones géographiques
accessibles. La collection de souches de T. gondii est difficile car le parasite est tissulaire, ce
qui nécessite l'inoculation du parasite encore vivant aux souris a partir de tissus frais et donc
la présence d’une animalerie et d’'une logistique de terrain particulierement efficace. Ces
limitations expliquent la rareté des souches provenant d’animaux sauvages ou d’endroits
difficiles d’accés sans infrastructure adaptée. Quand on regarde la carte de provenance des
souches de T. gondii, il est clair que des régions immenses comme I'Afrique sub-saharienne
ou I'Asie sont largement sous-échantillonnées, ce qui est un biais majeur dans notre
connaissance de la diversité de ce parasite (Figure 5).

Les premiéres études réalisées tendaient a suggérer que T. gondii présentait une structure de
population clonale avec 3 principaux types clonaux (I, Il et Ill). L'utilisation de méthodes
comprenant un nombre croissant de marqueurs ainsi que 'augmentation de I'échantillonnage
dans des zones reculées ont permis de mettre a jour une structure plus complexe. Les
génotypes définis par les méthodes de PCR-RFLP et microsatellite ont permis de déterminer
quels génotypes étaient présents et dominaient dans différentes régions géographiques.
Jusqu’en 2012, le typage par PCR-RFLP a permis de classer 1457 isolats en 189 génotypes
et a révélé que la diversité génétique de T. gondii se structurait géographiquement. Un
contraste existe entre 'Amérique du Sud et Centrale et les autres régions. En effet, dans la
plupart des régions, un ou plusieurs génotypes dominent. L’Amérique du Nord présenterait 40
génotypes mais les génotypes ToxoDB PCR-RFLP #1, 2, 3, 4 et 5 prédomineraient. Le
génotype #1 correspond au type clonal Il, le #2 au type Ill, le #3 au type Il variant, les #4 et #5
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au type 12 (E Keats Shwab, 2013). Le type 12 est un génotype clonal d’abord détecté chez
les loutres de Californie puis chez les animaux sauvages en Amérique du Nord (Khan et al.,
2011a; Miller et al., 2004; Sundar et al., 2008). En Europe 9 génotypes ont été détectés mais
les génotypes #1, 2 et 3 prédomineraient. L'Asie présenterait 10 génotypes avec une
dominance des génotypes #9 et #10. Le génotype #10 correspond au type clonal | tandis que
le génotype #9 correspond a Chinese 1. En Afrique ou 13 génotypes ont été détectés, ce sont
les génotypes #2 et 3 qui seraient majoritaires. En Amérique du Sud et Centrale, 156
génotypes étaient présents et aucun ne dominerait de fagon claire. Contrairement aux autres
régions, les types clonaux I, Il et lll s’y trouveraient en faible fréquence. Cependant, des
contrastes existent entre les différentes zones, comme le montre la prédominance des types
Il et Il au Chili, séparé de la plupart des autres pays par la cordillere des Andes (Figure 5).
Les diversités intra-populationnelles ont montré une plus forte diversité en Amérique du Sud
et Centrale, suivies par 'Amérique du Nord. Les divergences entre populations ont été
mesurées a l'aide de l'indice Fst. Le plus petit Fst a été calculé entre 'Amérique du Nord et
'Europe pour lesquelles aucune différence significative n'a été trouvée. Des différences
significatives ont été trouvées entre toutes les autres populations, avec le plus fort Fst détecté
entre 'Amérique du Nord d’une part et 'TAmérique du Sud et Centrale d’autre part (E Keats
Shwab, 2013).

Egypte, n=118

USA/Canada,
n=499
3

Chine, n=62

Brésil, n=385 n=3

Figure 5 : Distribution géographique des génotypes de Toxoplasma gondii. Les chiffres autour des
diagrammes en secteurs représentent les génotypes ToxoDB PCR-RFLP. Dans certains cas, pour les
principaux génotypes, le nom alternatif a été donné en gras. La taille des diagrammes est corrélée au
nombre d’échantillons (n) pris en compte dans la zone. Les couleurs différentes représentent des
génotypes différents.

Source : Adapté de E Keats Shwab (2013)

Les analyses conduisant a la formation de réseaux, ont permis de définir des haplogroupes et
des clades, qui donnent des indications basiques sur les relations entre les génotypes.
L’identification des haplogroupes évolue avec [lajout de nouvelles souches. Onze
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haplogroupes ont d’abord été définis a partir de 46 souches sur la base des 8 introns de 5
locus. Parmi eux, les groupes 1 a 3 étaient prédominants en Europe et en Amérique du Nord,
les haplogroupes 4, 5 et 8-10 rassemblaient essentiellement des souches d’Amérique du Sud.
Le groupe 6 était largement répandu (Europe, Amérique du Sud et Afrique) (Khan et al., 2007).
La prise en compte d’isolats d’Amérique du Nord provenant d’hétes domestiques mais aussi
sauvages et ayant été génotypés en type X ou A, et en atypiques, a conduit a la détermination
de I'haplogroupe 12 sur la base des 8 introns. Cette analyse a été confirmée par I'utilisation
de génes codant pour un antigéne de surface (SAGT) et pour des protéines de granules
denses (GRA6 et GRA?) (Khan et al., 2011a). L’addition de souches chinoises et africaines a
permis ensuite de définir 2 nouveaux haplogroupes, le 13 et le 14. L’haplogroupe 13 est
constitué de souches chinoises, dont le génotype avait déja été défini par PCR-RFLP.
L’analyse des introns montre que ces souches forment un haplogroupe indépendant.
L’haplogroupe 14 est constitué de souches génotypées comme Africa 3 par I'analyse
microsatellite (Khan et al., 2011b). L’haplogroupe 15 fut ensuite défini. Il est formé de souches
brésiliennes, et est proche des haplogroupes 5 et 10 dont les souches ont été isolées en
Guyane Francaise (Su et al., 2012). Un seiziéme haplogroupe a été proposé a partir d'une
analyse sur les SNPs du génome (Figure 6). Certaines souches qui se groupaient avec les
haplogroupes 4 et 8 se démarquent nettement dans cette analyse (Lorenzi et al., 2016). Cette
désignation en haplogroupes n’est donc pas fixe et change en fonction des méthodes et des
souches utilisées.
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Figure 6 : Structure de population de Toxoplasma gondii. Analyse en Neighbor-net, réalisée a partir de
SNPs provenant de génomes complets. Les couleurs de fond avec les letires correspondent aux
principaux clades. Les haplogroupes sont indiqués par les chiffres en face des souches représentatives
Barre d’échelle : nombre de SNPs par site.

Source : Adapté de Lorenzi et al.(2016)
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1.2.2.3. Les moteurs de la diversité génétique de T. gondii

La complexité du cycle de T. gondii ainsi que les différentes études sur sa diversité génétique
ont conduit a un débat sur la part de la propagation clonale et des recombinaisons génétiques
dans la structure de population de ce pathogene (Wendte et al., 2011). Ce débat s’étend plus
largement aux pathogenes protozoaires (Ramirez and Llewellyn, 2014; Tibayrenc and Ayala,
2014). L’existence d’un cycle sexué bien défini chez les félidés permet la création de diversité
génétique. La fécondation a lieu entre un microgameéte et un macrogaméte dans I'héte définitif
et produit un zygote diploide. La méiose intervient rapidement aprés cette fécondation, au
stade oocyste, rétablissant I'haploidie de T. gondii. Au cours de cette méiose, les
recombinaisons génétiques sont permises par deux mécanismes : I'assortiment indépendant,
correspondant a la séparation au hasard des chromosomes homologues et le crossing-over,
correspondant a I'échange de matériel génétique par des chromatides non-sceurs de deux
chromosomes homologues.

Cependant, dans le cas de T. gondii, plusieurs facteurs modulent I'importance de la
reproduction sexuée et de la production de diversité génétique, en favorisant une propagation
clonale.

Méme si le parasite passe par son hote définitif et qu'il y a reproduction sexuée, l'infection des
félidés par une seule souche ne peut produire que des gameétes males et femelles
génétiguement identiques, conduisant a une fécondation de type « self-mating ». Il a été
montré que le « self-mating » était une adaptation clé, pouvant conduire a I'expansion clonale
de tels génotypes lors d’une épidémie (Wendte et al., 2010). Bien qu’il s’agisse d’une
reproduction sexuée, il n’ y a pas de nouvelles combinaisons alléliques dans la progénie
puisque les deux gametes parentaux fournissent des alleles identiques (Sibley and Ajioka,
2008). Il faut donc que deux souches différentes soient ingérées par un Félidé (une proie
infectée par deux souches ou ingestion de deux proies différentes a peu de temps d’intervalle)
pour que la recombinaison puisse créer de nouvelles combinaisons d’alléles, ce qui semble
rare chez T. gondii. Il semble donc que ce soit la propagation clonale qui soit favorisée chez
ce parasite, cette derniére étant largement amplifiée par le fait que les kystes puissent infecter
les hétes intermédiaires par carnivorisme et qu’il y ait possibilité de transmission congénitale
(Grigg and Sundar, 2009). Les premieres études sur la diversité de T. gondii suggéraient
d’ailleurs qu’il présentait une structure de population clonale avec les trois principaux types |,
Il et lll. Cependant, le sur-échantillonnage de quelques génotypes ne permet pas d’exclure
une structure sous-jacente comprenant divers génotypes présentant des taux d’échanges
génétiques élevés, comme c’est le cas pour les structures de population épidémiques (Wendte
et al., 2011). Les 3 principaux types clonaux seraient d’ailleurs des recombinants, soulignant
limportance du role de la reproduction sexuée dans la population de T. gondii (Boyle et al.,
2006). La diversification de I'’échantillonnage a également conduit a reconsidérer I'hypothése
d’'une population clonale, en mettant en évidence la présence d’une diversité et de
recombinaisons génétiques plus importantes que ce qui était pensé, dans certaines régions
en particulier en Amérique du Sud (Pena et al., 2008; Vitaliano et al., 2014) mais aussi, dans
une moindre mesure en Afrique (Bontell et al., 2009; Mercier et al., 2010) et en Asie (Dubey
et al., 2007b, 2007a). Les observations faites a partir d’animaux domestiques et d’humains ne
sont pas les mémes que celles faites a partir d’animaux sauvages (Ajzenberg et al., 2004;
Vitaliano et al., 2014), amenant a parler de I'existence d’'un cycle domestique et d’un cycle
sylvatique. Une étude réalisée en Guyane Frangaise ou un environnement anthropisé le long
des cotes coexiste avec I'environnement sauvage de la forét amazonienne, a permis de mettre
en évidence deux populations génétiquement distinctes. Par rapport a la population
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anthropisée, la population sauvage présenterait une diversité plus élevée, pas de déséquilibre
de liaison et n’était pas structurée. La richesse en hétes intermédiaires et la présence de
plusieurs espéces de félidés dans la forét amazonienne influenceraient les flux de génes et la
structure de population de T. gondii dans cet environnement. Les félidés seraient plus
frequemment infectés simultanément par des souches différentes qui recombineraient
(Mercier et al., 2011). La diversité en mammiféres plus importante en forét amazonienne
pourrait expliquer qu’il soit plus avantageux pour le parasite de passer par la reproduction
sexuée qui pourrait lui procurer d’avantage de possibilités d’adaptations (Carme et al., 2009).
Au contraire, dans I'environnement anthropisé, les transports par ’lHomme et la fragmentation
des habitats seraient deux forces opposées qui expliqueraient la présence de peu de
génotypes mais présentant des fréquences élevées a une échelle locale (Mercier et al., 2011).
Dans le cycle domestique, des introgressions fréquentes et des expansions clonales seraient
les forces majoritaires tandis que dans le cycle sylvatique, T. gondii aurait une population
panmictique et la recombinaison serait une force efficace (Grigg and Sundar, 2009). Un
modele de prépondérance de I'évolution clonale a été proposé notamment pour T. gondii. |l
fait référence a une structure de population, ne nie pas I'existence de recombinaisons mais
les considére comme rares et inclut le « self-mating » comme des cas particuliers de clonalité
(Tibayrenc and Ayala, 2014). Ce modele a été remis en question, le manque d’évidence
d’échanges génétiques pour la plupart des parasites étant attribué a la difficulté de détecter
les indices de la reproduction sexuée plutét qu’a son absence, notamment en raison d’'un
échantillonnage de souches inapproprié négligeant les réservoirs non humains et d’'un manque
de résolution des marqueurs moléculaires utilisés (Ramirez and Llewellyn, 2014).

1.2.3. Séroprévalence et formes cliniques de la toxoplasmose avec un focus sur
I’Amérique du Sud

Toxoplasma gondii est donc un parasite ubiquiste qui présente une structure de population
complexe avec une diversité génétique qui varie en fonction des zones géographiques. Les
formes cliniques de la toxoplasmose sont également diverses. On distingue en général 3 types
de toxoplasmoses en fonction du statut immunitaire de I'héte : i) la toxoplasmose chez
limmunocompétent en général asymptomatique, ii) celle chez limmunodéprimé qui se
présente la plupart du temps sous une forme cérébrale grave due a une réactivation, iii) la
toxoplasmose congénitale due a une premiére infection lors de la grossesse et qui peut avoir
plusieurs conséquences pour le foetus, allant de la mort foetale a des séquelles neuro-oculaires
chez les enfants. Plusieurs études de prévalence de l'infection par T. gondii, en particulier
chez les femmes enceintes, ont été réalisées afin d’aider a la mise en place des politiques de
santé dans les différents pays (Pappas et al., 2009). Ainsi certaines régions d’Amérique du
Sud, d’Afrique et d’Asie du Sud-Est présenteraient des taux de séropositivité supérieurs a 60%
(Pappas et al., 2009).

L’Amérique du Sud qui présente une diversité génétique des souches plus élevée, montre
également des particularités en ce qui concerne I'épidémiologie de la toxoplasmose. Une
revue de Dubey et al. (2012) focalisée sur le Brésil releve des séroprévalences en population
générale allant de 21,5% a 84% en fonction des régions, avec seulement deux prévalences
en dessous des 30%. La comparaison de deux groupes de militaires, I'un au Brésil et I'autre
aux Etats-Unis montre que la prévalence au Brésil (56%) est 4 fois plus élevée qu’aux Etats-
Unis (13%) (Dubey et al., 2012). Des variations géographiques existent donc entre les pays
mais aussi dans un méme pays. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces différences comme
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les caractéristiques de I'environnement, les pratiques alimentaires, la classe socioéconomique
ou le niveau d’étude. En Colombie, les séroprévalences entre deux groupes de militaires, I'un
opérant dans la jungle amazonienne et I'autre en milieu urbain a Bogota different de fagon
importante (80% et 45% respectivement) (Gomez-Marin et al., 2012). Dans cette étude la
consommation d’eau non traitée et la consommation de viande sauvage ont été cités comme
des facteurs de risque d’infection toxoplasmique. Une autre étude portant sur des femmes
enceintes dans I'état de Parana au Brésil a mis en évidence une prévalence de 51,7% et les
facteurs de risque suivants : habiter en zone rurale, avoir un faible revenu, un faible niveau
d’éducation, avoir un age plus avancé et étre en contact régulier avec le sol (Lopes-Mori et
al., 2013). Les facteurs de risques peuvent étre différents en fonction de la population étudiée.
Le manque d’information peut également étre mis en cause. En effet, sur 400 femmes
enceintes ou venant d’accoucher dans I'état de Rio de Janeiro, 72,2% ne connaissaient pas
la toxoplasmose. Parmi ces femmes, la séroprévalence était de 62,3% contre 48,7% parmi
celles qui avaient déja entendu parler de la maladie (Millar et al., 2014).

La séroprévalence est donc élevée en Amérique du Sud mais les études de prévalence chez
les femmes enceintes dans cette région montrent qu’il reste néanmoins une part importante
de femmes susceptible d’étre infectées en cours de grossesse. La charge de morbidité de la
toxoplasmose congénitale serait la plus élevée en Amérique du Sud tropicale, en particulier
au Brésil, d’aprés une étude globale effectuée par 'OMS (Torgerson and Mastroiacovo, 2013).
Les chiffres d’incidence de la toxoplasmose congénitale en Amérique du Sud varient en
fonction des différentes études selon la région et la population étudiée. A Porte Alegre, dans
I'état du Rio Grande do Sul au sud du Brésil, l'incidence des toxoplasmoses congénitales était
d’environ 0,6/1000 naissances entre les années 2004 et 2014 avec une proportion de formes
oculaires voisine de 60% a la naissance (Bischoff et al., 2016). A Belo Horizonte dans I'état
du Minas Gerais, entre 2006 et 2007, les auteurs ont rapporté une incidence plus forte (1,3
pour 1000 naissances) et un taux d’atteinte oculaire de 80% aprés une médiane de suivi de
seulement deux mois (Vasconcelos-Santos et al., 2009). En Colombie, une étude a confirmé
15 cas de toxoplasmose congénitale a partir de 15 333 échantillons de sang de cordon, soit
environ 1 cas pour 1000 naissances entre 2009 et 2010. Parmi ces 15 cas, 3 (20%) avaient
une forme oculaire a la naissance (Gémez-Marin et al., 2011). A titre de comparaison, en
France entre 2007 et 2014 lincidence des toxoplasmoses congénitales était environ de
0,3/1000 naissances (CNR Toxoplasmose, 2015). Les études sur la cohorte lyonnaise
d’enfants atteints de toxoplasmose congénitale suggérent que la prévalence des lésions
oculaires en France serait d’environ 30% aprés une médiane de suivi de 10,5 ans (Wallon et
al., 2014). En plus de leurs fréquences plus élevées, les formes cliniques au Brésil semblent
aussi étre plus graves. Les Iésions oculaires chez des enfants avec toxoplasmose congénitale
du Brésil semblent plus sévéres que chez des enfants d’Europe, tous ayant été infectés de
facon congénitale. Le développement des rétinochoroidites ainsi que la récurrence des lésions
se produit plus t6t chez les enfants du Brésil. Leurs Iésions sont aussi plus fréquemment
multiples et de taille plus importante conduisant a un déficit visuel plus probable que chez les
enfants européens (Gilbert et al., 2008).

Les problemes oculaires ne touchent pas seulement les personnes ayant été infectées de
facon congénitale mais aussi une large part des personnes ayant acquis 'infection apres la
naissance (Holland, 2003). La encore, la fréquence des toxoplasmoses oculaires semble étre
plus importante en Amérique du Sud que nulle part ailleurs. Par exemple, une enquéte
populationnelle dans les années 70 a Walkersville, communauté rurale du Maryland aux USA,
a montré que seulement 0,6% des 842 participants agés de plus de 13 ans avaient une atteinte
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oculaire par T. gondii (Smith and Ganley 1972). A titre de comparaison, a Erechim dans I'état
du Rio Grande do Sul au sud du Brésil, 21,3% des 1042 participants agés de plus de 13 ans
avaient une toxoplasmose oculaire, soit une prévalence 35,5 fois plus importante qu’a
Walkersville, Maryland, USA (Glasner et al., 1992). En Colombie, pays qui compte 41 million
d’habitants, on estime qu’environ 1 million de personnes ont des cicatrices rétiniennes de
toxoplasmose oculaire et qu’au moins 200 000 ont une cécité unilatérale due a cette infection
(de-la-Torre et al., 2009).

Les formes sévéres de toxoplasmoses avec atteintes viscérales sont rares chez
limmunocompétent (Carme et al., 2002). Cependant leur fréquence est assez élevée en
Guyane Francaise ou plusieurs cas ont été reportés (Carme et al., 2002, 2009; Demar et al.,
2007; Groh et al., 2012). Environ un tiers des patients atteints par ces formes de toxoplasmose
présente une détresse respiratoire et nécessite d’étre pris en charge dans une unité de soins
intensifs. Les toxoplasmoses séveres en Guyane Frangaise ont également été associées a
des génotypes du parasite trés divergents par rapport aux génotypes des souches isolées
dans le reste du monde (Ajzenberg et al., 2004; Carme et al., 2002; Demar et al., 2007). La
plupart des patients rapportent des activités en lien avec la forét, telles que I'ingestion d’eau
de surface et la consommation de viande de gibier mal cuite qui sont des sources d’infection
par des souches de T. gondii appartenant au cycle sauvage de la forét amazonienne. La forét
amazonienne abrite plusieurs espéces de félidés sauvages, qui en I'absence des chats
domestiques sont la source des oocystes présents dans I'environnement (Carme et al., 2009).
Le fait que les formes séveres de toxoplasmoses sont plus fréquemment rencontrées en
Amérique du Sud ou la diversité génétique de T. gondii est la plus élevée, a amené a suggérer
que les différences génétiques pourraient étre a I'origine des différences cliniques notamment
pour les toxoplasmoses oculaires (Gilbert et al., 2008; Khan et al., 2006a). Les souches
atypiques tendraient a provoquer des dommages plus importants que le type Il pour les
toxoplasmoses congénitales et les personnes immunocompétentes (Ajzenberg, 2012;
Delhaes et al., 2010). Dans le cas des toxoplasmoses congénitales, I'association entre
génotype et sévérité de la maladie chez les enfants infectés reste controversée, bien que
'analyse de plusieurs études semblent indiquer que le type | et les génotypes atypiques soient
plus associés aux formes cliniques symptomatiques que les types Il et lll (Rico-Torres et al.,
2016). Une étude portant sur 86 isolats de patients avec une toxoplasmose congénitale a
montré cependant que le type Il pouvait aussi causer des formes séveres. Cependant, les
types | et les génotypes atypiques moins nombreux n’ont pas été détectés dans le groupe de
patients asymptomatiques ou avec des formes bénignes (Ajzenberg et al., 2002). Le stade de
la grossesse auquel se produit l'infection par T. gondii apparait comme le facteur le plus
important dans le pronostic clinique. La transmission au foetus est plus rare lorsque la mére
s’est infectée en début de grossesse, cependant lorsque le foetus est atteint, les complications
cliniques sont plus graves que lors d’une infection en fin de grossesse (Ajzenberg et al., 2002;
Rico-Torres et al., 2016). Aux Etats-Unis, le sérotypage de 183 cas de toxoplasmose
congénitale a révélé que les sérotypes autres que le Il (NE-Il) étaient plus souvent présents
chez les enfants nés prématurément ou avec des manifestations cliniques séveres.
Cependant, tous les degrés de la maladie ont été trouvés pour tous les sérotypes, soulignant
le fait que le génotype du parasite n’est pas suffisant pour prédire la sévérité de la maladie
(McLeod et al., 2012).

Les souches de différents génotypes semblent induire des réponses immunitaires différentes.
Par exemple, I'étude des données disponibles pour les toxoplasmoses oculaires en Colombie
et en France a conduit a proposer deux mécanismes différents de réponse immunitaires en
fonction de la souche infectante. Chez les patients frangais, la réponse cytokinique dans les
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humeurs aqueuses était de type TH1 avec production d’ IFN-y, IL-2, IL5 ainsi qu’'une réponse
Th17 avec augmentation de I'lL-17. Inversement, les patients colombiens avaient une réponse
de type Th2 avec augmentation de I'lL-13 et une plus faible expression de cytokines pro-
inflammatoires majeures comme I'lFN-y, IL-2, IL15 et IL-17 qui étaient a peine détectables
avec comme exception TNF-a et IL-6 qui étaient augmentées (de-la-Torre et al., 2013). Au
total, il semblerait que les souches sud-américaines entraineraient une diminution de la
réponse immunitaire protectrice conduisant a une multiplication plus importante du parasite
dans la rétine. Des différences de capacité de migration et de franchissement de certaines
barrieres naturelles ainsi que des taux de croissance différents entre les souches
expliqueraient aussi les différences de virulence (Saeij et al., 2005).

La susceptibilité de I'hote fait aussi partie des hypothéses pouvant expliquer la variabilité de
la maladie, impliquant I'existence de prédispositions génétiques. Par exemple, I'étude de deux
cohortes de cas de toxoplasmoses congénitales a montré une association entre les atteintes
oculaires et cérébrales et le polymorphisme du gene ABCA ainsi qu’une association entre le
polymorphisme du géne COL2A71 et les atteintes oculaires (Jamieson et al., 2008).
L’'importance des facteurs de I'hOGte a été mise en évidence lors d'une épidémie de
toxoplasmose sévere dans un village du Suriname prés de la frontiere avec la Guyane
Francaise. Sur les 11 cas, 5 ont pu étre génotypés. Une seule souche serait impliquée dans
ces 5 cas pour lesquels les conséquences de la maladie n’ont pas été les mémes, conduisant
a la mort d’'une femme de 56 ans et d’un feetus aprés 22 semaines de gestation. Pour une
méme souche, les hétes peuvent donc réagir de facon différente. Dans ce cas-la, 'age peut
étre mis en cause, puisque les patients qui n’ont pas survécu sont le plus &gé et le plus jeune
(Demar et al., 2007).

L’adaptation de I'Homme au parasite influencerait aussi les conséquences de la
toxoplasmose. Cependant, 'Homme ne jouerait pas un réle significatif dans I'évolution du
parasite puisqu’il ne s’agit pas d’une proie de félidés, et que donc sa résistance a T. gondii
n'aurait pas dimpact sur sa transmission (Muller and Howard, 2016). Les souches
responsables des toxoplasmoses séveres en forét Amazonienne proviendraient de la faune
sauvage ou le cycle sauvage du toxoplasme impliquerait des félidés sauvages et une grande
diversité d’hotes intermédiaires (Ajzenberg et al., 2007; Carme et al., 2002). L’'Homme n’est
pas un héte habituel mais plutot accidentel de ce cycle et il n’est donc pas adapté a la diversité
des souches présentes (Ajzenberg et al., 2007). Une autre étude s’est intéressée au lien entre
I'origine ethnique et la fréquence de réactivation des rétinochoroidites toxoplasmiques, dans
une région d’Argentine, Misiones, récemment peuplée par les immigrants Germaniques et
Slaves au début du 20°™e siecle. Elle semble indiquer que les patients slaves et germaniques
auraient plus de risques de présenter une réactivation de toxoplasmose oculaire que les
patients d’origine hispanique, soulevant le probléme de I'adaptation aux souches d’Amérique
du Sud en fonction de l'origine ethnique. Les Amérindiens, en contact avec les souches Sud-
Ameéricaines depuis plus de temps sembleraient plus résistants a la toxoplasmose induite par
ces souches. Le métissage entre Européens et Amérindiens a principalement concerné les
personnes d’origine hispanique, qui ont migré en Argentine a partir du 16°™e siécle et a pu
permettre la transmission des génes de résistance a la toxoplasmose oculaire des
Ameérindiens. Au contraire les Européens d’origine slaves et germaniques ont migré plus tard
et ont été moins concernés par le métissage (Rudzinski et al., 2016).

L’Amérique du Sud se caractérise donc par une prévalence de I'infection par T. gondii élevée
mais également par une fréquence plus importante des formes séveres que les autres régions.
La mesure de l'implication des facteurs du parasite et des facteurs de I’hbéte n’est pas claire. |l
semblerait que les mécanismes expliquant la variabilité des manifestations cliniques de la
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toxoplasmose impliquent l'interaction complexe de I'ensemble de ces facteurs. L’adaptation
de ’'Homme au parasite semble aussi jouer un réle important.

1.3. Etat de I’art sur I’histoire évolutive de T. gondii et de ses hotes définitifs

Les études sur la diversité génétique de T. gondii ont fait émerger une structure de population
de plus en plus complexe. Ceci et la découverte de formes cliniques particulieres, associées
a des génotypes dits « atypiques » ainsi qu’a des régions plus reculées, sauvages, a conduit
a s’interroger sur I'évolution de ce parasite. Les principaux points débattus sont I'origine des 3
types clonaux, I'origine géographique de T. gondii et les datations de ces évenements. Cette
histoire évolutive reste controversée et plusieurs modéles ont été proposés. Ces modéles
évoluent avec la prise en compte de nouvelles souches et 'utilisation de nouvelles méthodes
d’analyse, notamment I'étude de génomes complets. Afin de comprendre les hypothéses
émises dans certains de ces scenarii, une premiére partie fait le point sur I'évolution des
félidés, qui ont sans doute joué une part importante dans I'évolution et la distribution du
toxoplasme.
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1.3.1. Histoire évolutive des félidés
1.3.1.1. La phylogénie

La famille des félidés comprend 37 espéces. Certains aspects ont rendu difficile la
reconstruction de leur histoire évolutive notamment la difficulté de trouver et de distinguer les
fossiles, les événements de spéciation rapides et récents et le probléeme des convergences.
Cependant, les avancées en biologie moléculaire, particulierement dans le domaine du
séquencage ont permis d’obtenir une phylogénie robuste. Celle-ci est basée sur I'analyse de
30 genes nucléaires échantillonnés a travers les 37 especes. Sept espéces appartenant au
sous-ordre des féliformes ont été utilisées comme groupe externe. Les datations des
évenements de divergence ont été réalisées en utilisant une calibration a partir de 16 fossiles.
Cette phylogénie confirme la présence de 8 lignées, déja évoquées dans des études
antérieures (Johnson and O’Brien, 1997; Pecon Slattery and O’Brien, 1998; Pecon-Slattery et
al., 2004). Elle permet en plus de résoudre leurs relations phylogénétiques (Johnson, 2006)
(Figure 7).
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Figure 7 : Arbre phylogénétique des félidés, reconstruit avec la méthode de maximum de vraisemblance
et a partir de 18853 bp d’ADN nucléaire. Données concaténées. Les noms scientifiques et les branches
sont codées par couleur, chacune renvoyant a une zone zoogéographique (Orientale, Paléarctique,
Ethiopienne, Africaine, Néotropicale et Néarctique)

Source : Adapté de Johnson (2006)
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Sur la base des fossiles, le genre Pseudolarus est considéré comme celui ayant pour
descendance les chats modernes. |l aurait vécu en Asie il y a environ 11 Ma. A partir de cet
ancétre, la radiation des félidés modernes commence avec la divergence de la lignée des
Pantheres il y a environ 10,8 Ma, puis de la lignée du Chat Bai il y a environ 9,4 Ma. Cette
derniéere lignée comprend 3 espéces qui ont évolué et sont restées en Asie du Sud-Est. Au
cours de I'histoire des félidés, six autres lignées vont apparaitre : les lignées du Caracal, de
'Ocelot, du Lynx, du Puma, du Chat-Léopard, et du Chat Domestique (Figure 7). Les
migrations ont joué un réle important dans les différents événements de spéciation.
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1.3.1.2. Les migrations

Les migrations des félidés sont favorisées par leur comportement qui les pousse avec I'age a
quitter leur territoire natal. L’augmentation de population se traduit donc par une expansion du
territoire. Ce comportement a migrer est également renforcé par le suivi des populations de
proies (O’Brien and Johnson, 2007). Ces migrations sont associées aux événements
géologiques et particulierement a la variation du niveau des mers qui ouvre ou ferme des voies
d’acceés.

Aux alentours de 8 Ma, en raison du bas niveau des mers, I'Afrique et la Péninsule Arabique
étaient reliées, permettant la migration de I'Asie vers I'Afrique d’'un ancétre de la lignée du
caracal. Il y a 8,5 a 8 Ma, I'ancétre de 5 lignées (ocelot, lynx, puma, chat-léopard et chat
domestique) qui se différencieront plus tard, migre de I'Asie vers 'Amérique du Nord via le
détroit de Béring. Le niveau de la mer remonte alors, séparant de nouveau les continents et
favorisant la séparation des différentes lignées. La divergence de la lignée de l'ocelot a lieu
vers 8 Ma, celle du Lynx vers 7,2 Ma et celle du Puma vers 6,7 Ma en Amérique du Nord
(O’Brien and Johnson, 2007). Une troisieme migration a lieu ensuite de '’Amérique du Nord
vers 'Amérique du Sud vers 2,7 Ma. Elle a été favorisée par une nouvelle période glaciaire
entrainant une baisse du niveau des océans et libérant une voie d’accés vers ’Amérique du
Sud par I'isthme de Panama. Cette migration a notamment permis la diversification de la lignée
de l'ocelot en Amérique du Sud. Les deux lignées du Chat Domestique et du Chat Léopard
ont divergé des ancétres Eurasiens qui sont restés en Asie ou qui ont migré en Amérique du
Nord puis sont revenus en Asie entre 6,7 et 6,2 Ma (Figure 8).

Précurseurs de |a lignée du chat domestique et du

chat léepard (6,7 ~6,2 Ma)

Précurseurs des lignees du
Puma, du Lynx et de |'Ocelot
(8,5 =8 Ma)

Divergence de la lignée
de la Panthere (10,8 Ma)
et de la lignée du chat Bal
(9,4 Ma)

Divergence de la lignée de
l'ocelot (8 Ma), du lynx (7,2
Ma) et du puma (6,7 Ma)

Précutseur de I
lignée du caracal
|8 Ma)

Précurseur de la lignee de

Focelot (2,7 Ma)
Diversification
de la lignée de
l'ocelot

Figure 8 : Les migrations des Félidés expliquant la mise en place des huit lignées.

Source : Adapté de O’Brien and Johnson (2007)
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Ces quatre migrations permettent d’expliquer I'apparition des huit lignées. Cependant, parmi
celles-ci, seules quatre se retrouvent uniquement dans les zones de leur établissement. Les
autres lignées comprennent des espéces qui se retrouvent dans d’autres zones, ce qui
implique des migrations supplémentaires. Dans la lignée du Puma, alors en Amérique du Nord,
le guépard migre en Asie et en Afrique. Une autre migration de 'Amérique du Nord vers
I'Eurasie, concernant la lignée du Lynx vers 1,6 a 1,2 Ma, va permettre I'établissement des
lynx Ibérique et Eurasien. Des espéces de la lignée de la Panthere vont également migrer a
partir de I'Asie : le jaguar et le lion en Amérique, et le lion et le 1éopard en Afrique (Figure 9).
Enfin, plus tard 3 espéces de chats de la lignée du Chat Domestique migrent en Afrique
(Johnson, 2006).

Apres la période glaciaire, une extinction de masse a eu lieu, provoquant la disparition de 40
especes de mammiferes d’Amérique du Nord, notamment les lions d’Amérique mais la
migration du guépard en Afrique, plus tot dans I'histoire, permet d’éviter son extinction. Durant
cette période, le puma trouve refuge en Amérique du Sud. Il ne reviendra en Amérique du
Nord qu’entre 8000 et 10 000 ans.

Extinction de nombreuses espéces en Amérigue du
Mord dont les guépards, les lions américains et les
pumas (= 12 000 ans)

Figure 9: Migrations des différentes espéces a l'intérieur des lignées, expliquant leur distribution
actuelle.

Source : Adapté de O’Brien and Johnson (2007)
1.3.1.3. L’échange des faunes entre Amérique du Nord et Amérique du Sud

Au cours de cette histoire évolutive, le passage des félidés en Amérique du Sud vers 2,7 Ma
fait partie d’'un événement biogéographique majeur : 'échange des faunes entre ’Amérique
du Nord et 'Amérique du Sud ou grand échange interaméricain. Actuellement, la zone
néotropicale américaine présente une richesse spécifigue en mammiféres importante, avec
environ 1500 espéces, ce qui représente environ 30% de la diversité mondiale de mammiféres
(Carrillo et al., 2015). Cette situation est le résultat de la présence d’environnements variés
ainsi que d’'une longue évolution. L’Amérique du Sud a été isolée des autres continents durant
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plusieurs millions d’années lors du Cénozoique, entrainant le développement d’une faune
endémique (Carrillo et al., 2015). Cette situation cesse avec la connexion des deux Amériques
par I'lsthme de Panama. Cet événement s’est fait progressivement et il est difficile de le dater
précisément. L’isolation de '’Amérique du Sud aurait cessé vers 10 a 7 Ma. Cependant, on
considére que I'essentiel des migrations auraient eu lieu aux alentours de 3 Ma (Carrillo et al.,
2015). C’est la date classiquement admise pour I'entrée des félidés en Amérique du Sud. Ce
continent contenait plusieurs espéces de marsupiaux dont des carnivores mais aucun
carnivore placentaire. Les marsupiaux présents n’étaient pas assez compétitifs face a des
prédateurs comme les félidés, qui les ont progressivement remplacés. Ce succes des félidés
en Amérique du Sud concerne particulierement la lignée de I'ocelot qui a ainsi pu se diversifier
rapidement (O’Brien and Johnson, 2007; O’Brien et al., 2008).

1.3.2. Origine des 3 types clonaux de T. gondii

Les premiéres études sur la diversité génétique de T. gondii ont mis en évidence une structure
clonale composée principalement de 3 types clonaux. Une des hypotheses était alors que la
structure de population de ce parasite correspondait a la théorie de la propagation clonale.
Cette théorie repose sur le principe que méme chez un organisme présentant une reproduction
sexuée, les recombinaisons méiotiques contribuent peu voir pas du tout a la diversité trouvée.
En général quelques lignées clonales prédominent, elles ont une origine ancienne et sont
assez différentes. Une étude des souches appartenant aux 3 types clonaux a montré que la
plupart des locus étudiés (15 locus) présentaient 2 classes d’alléles (Grigg and Suzuki, 2003).
L’allele partagé par au moins 2 types était soit identique soit Iégérement différent (<0,5% de
différence avec le consensus) et a été défini comme la classe allélique A tandis que l'autre
alléle a été défini comme l'alléle E (Grigg et al., 2001). Le faible polymorphisme intra-lignée
suggérait une origine récente des lignées clonales et il a donc été proposé que la clonalité
observée chez ce parasite correspondait plus a une « clonalité épidémique », c’est-a-dire une
expansion rapide et importante de quelques génotypes avantageux ayant réussi a coloniser
la majorité des niches qu’a une clonalité. Avec ce scénario, alternatif de la théorie de la
propagation clonale, les recombinaisons génétiques joueraient un réle important dans la
création de diversité, mais cette diversité serait « diluée » par I'expansion des types clonaux.
Les premiers modéles proposés pour expliquer I'émergence de ces types clonaux impliquait
le mélange de 2 lignées ancestrales, une seule recombinaison pouvant entrainer des
différences de virulence importante (Grigg et al., 2001). Deux scénarios étaient alors proposes,
notamment pour expliquer I'existence de variation dans la classe allélique A. Un faisait
'hypothése d’'un mélange ancien des deux pools de génes, puis d’une accumulation de
mutations par dérive génétique dans les souches, certaines de ces mutations ayant permis
'expansion des types clonaux, bien aprés le croisement (Figure 10.a) et l'autre faisait
I'hypothése d’un croisement tardif entre les deux pools de génes, permettant I'accumulation
de variation dans une classe allélique, juste avant I'expansion des types clonaux (Figure 10.b)
(Grigg and Suzuki, 2003). Cependant le lien entre les types clonaux et les génotypes
« atypiques » n’était pas clair. La majorité des souches « atypiques », bien que pouvant
présenter des alleles entierement nouveaux, étaient également considérés comme étant
issues de la reproduction entre les 2 lignées ancestrales (Grigg et al., 2001). Cette derniere
hypothéese est contredite dans une autre étude qui a montré que les mutations impliquées dans
les souches exotiques n’affectaient pas les sites impliqués dans le systéme bi-allélique,
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démontrant que les souches atypiques auraient émergé avant les souches clonales et ne
seraient donc pas issues du méme croisement (Khan et al., 2007). L’apparition des souches
clonales a été datée a environ 10 000 ans et celle des souches atypiques a environ 1 000 000
d’années (Khan et al., 2007; Su et al., 2003) (Figure 10.c). L’hypothése expliquant cette
émergence et cette prédominance des types clonaux était 'acquisition de la transmission par
voie orale a travers les kystes (Su et al., 2003). Ces trois premiers modéles d’évolution de T.
gondii ont été schématisés dans une étude qui a repris les estimations de la date du plus
récent ancétre commun (TMRCA) (Figure 10) (Morrison, 2005).

(a) (b) (c)

Add YYYAEYY!
——

\_Y_) \ﬁ(_J

Types clonaux Types clonaux Types clonaux

Figure 10 : Représentation schématique des 3 modeles d’évolution proposés pour Toxoplasma gondii :
(a) et (b) a partir de Grigg et Suzuki (2003) et (c) a partir de Su et al. (2003). Les triangles représentent
I'expansion des 3 types clonaux, les souches atypiques sont représentées par les autres lignes.

Source : Adapté de Morrison (2005)

Dans I'article de Morrison en 2005, les estimations réalisées, notamment le calcul des ages
relatifs des lignées clonales et des lignées atypiques ne sont pas compatibles avec le modele
c et supportent plus vraisemblablement le modéle a. Le TMRCA de I'ensemble des lignées a
été estimé a environ 150 000 ans. Il ne correspondrait pas a l'origine de I'espece T. gondii, qui
est plus ancienne aux environs de 11 Ma, mais plutdt a un éveénement de goulot
d’étranglement qui a partir d’'une population de départ n’a laissé subsister que les lignées
actuelles. Cette étude fait également la différence entre le TMRCA des lignées clonales daté
de 150 000 ans et I'expansion de celles-ci daté de seulement 10 000 ans environ (Morrison,
2005), age qui avait été attribué précédemment au plus récent ancétre commun des lignées
clonales (Su et al., 2003). Le TMRCA de 150 000 ans serait un age minimum basé sur les
souches prises en compte au moment de cette étude mais il est important de rappeler que
l'inclusion d’autres souches pourrait donner une estimation beaucoup plus ancienne (Morrison,
2005).

A travers une analyse des SNPs sur I'ensemble du génome, un scénario plus précis de
I'’émergence des trois types clonaux a été proposé. D’aprés ce modéle, les trois types clonaux
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ne seraient pas issus d’un seul croisement entre 2 lignées ancestrales. Le type | serait issu du
croisement entre un type Il ancestral et une souche a, ou entre la descendance F1 du
croisement précédent et une autre souche pouvant aussi étre a, les calculs de probabilité
favorisant le deuxiéme scénario avec 2 croisements. Le type lll serait issu d’'un croisement
entre un type Il ancestral et une souche . Les souches hypothétiques de type Il impliquées
dans ces croisements seraient trés similaires a I'ancétre du type Il moderne, tandis que les
souches a et 3 seraient plus proches entre elles qu’avec le type Il (Boyle et al., 2006). Ce
modeéle est présenté dans la figure 11 :

Il,

®:®

X (s
(o}

T m e I

Les 3 types clonaux actuels

Figure 11 : Modéle proposé pour la création des 3 types clonaux de Toxoplasma gondii. En haut, les
lignes connectant a, 8 et le type Il représentent leur degré de relation. Les lignes pleines représentent
les scénarios les plus probables, les lignes en guillemets, les scénarios alternatifs.

Source : Adapté de Boyle et al. (2006)

D’aprés le modéle proposé, les caractéristiques du génome des souches a et B ont pu étre
établies et une souche nommée P89 répondrait aux critéres fixés pour la souche 3. Elle
descendrait donc de la souche parentale B qui aurait donné naissance au type lll. Pour
expliquer que seules quelques souches aient émergé de ces croisements pour devenir les
types clonaux dominants, I'héritage d’'une combinaison d’alléles leur procurant les traits les
plus importants du type Il et d’autres traits leur permettant de surpasser les souches parentales
ainsi que celles issues du méme croisement a été évoquée (Boyle et al., 2006).
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Ce modéle a été complété lors de la définition des 11 premiers haplogroupes. Il a alors été
suggéré que la population ancestrale se composait de 4 lignées, et que la souche aq,
jusqu’alors inconnue s’apparenterait a I'haplogroupe 6. Une 4°™e lignée proche de
I'haplogroupe 4 aurait également contribué a 'émergence des autres haplogroupes (Khan et
al., 2007) (Figure 12).

Haplogroupes anciens

bllolololololotoro

Haplogroupes actuels

Figure 12 : Modéle pour la génération des 11 premiers haplogroupes a partir de groupes anciens
ressemblant aux haplogroupes 2, 4, 6 et 9.

Source : Adapté de Khan et al (2007)

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 30

(@) BY-Ne-ND | L LN



De plus 'haplogroupe 12, commun dans la faune sauvage d’Amérique du Nord est également
considéré comme une lignée clonale, et résulterait d’'une recombinaison entre le type Il
ancestral et une souche y, supposant qu’au moins 3 croisements avec le type Il ancestral ont
été nécessaires pour I'expansion des types clonaux (Khan et al., 2011a) (Figure 13).

1 000 000 ans
10 000 ans
1000 ans

Figure 13 : Modéle proposé pour I'expansion des populations clonales de Toxoplasma gondii en
Amérique du Nord et en Europe. Trois croisements séparés auraient eu lieu entre le type Il ancestral
et trois types parentaux différents nommés a, 3, y et auraient donné naissance aux types 1, 3 et 12
respectivement. Les dates indiquées sont issues d’études antérieures (Khan et al., 2007; Su et al.,
2003).

Source : Adapté de Khan et al. (2011a)

Avec la découverte de nouveaux haplogroupes, au fur et a mesure de 'inclusion de nouvelles
souches, 6 lignées ancestrales ont été proposées pour expliquer la structure de population de
T. gondii (Khan et al., 2011b, 2011a). La vision des souches d’abord considérées comme
« atypiques » ou « exotiques », car moins nombreuses dans les premiéres études et isolées
principalement de régions reculées, change progressivement. Certains génotypes présents en
Amérique du Sud montrent aussi, localement, une propagation clonale (Khan et al., 2007). Un
polymorphisme bi-allélique est également mis en évidence dans les souches d’Amérique du
Sud, bien qu’il soit exclusif de celui présent dans les souches clonales d’Amérique du Nord et
d’Europe. Ces données suggeéerent que ces deux groupes de souches ont une origine
commune mais qu’ils ont été isolés il y a environ 1 000 000 d’années, et ont donc évolué
indépendamment. Les haplogroupes montrant une propagation clonale, coalescent a 10 000
ans (Khan et al.,, 2007). La mise en évidence d'un trés faible polymorphisme dans le
chromosome la, aussi bien dans les souches clonales d’Amérique du Nord et d’Europe que
dans beaucoup de souches d’Amérique du Sud, suggere qu’il contiendrait une combinaison
d’alleles avantageuse pour les génotypes (Boyle et al., 2006; Khan et al., 2006b, 2007, 2011b)
Cette version du chromosome la serait apparue réecemment il y a environ 10 000 ans (Khan et
al., 2011b). Sa présence dans plusieurs génomes qui semblent partager un TMRCA a
1 000 000 d’années suggere donc une diffusion rapide, associée a '’émergence des lignées
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clonales (Khan et al., 2007, 2011b). Cependant ces différents modéles ont été remis en
question lors d’'une analyse de SNPs sur 'ensemble du génome. En effet, cette étude a
analysé plusieurs croisements proposés précédemment et a montré que des portions du
génome de certaines souches n’étaient pas en accord avec ces croisements. Ainsi par
exemple, 30% a 40% du génome des types | et lll et de I'haplogroupe 8 ne ressemblent pas
aux génomes des souches considérées comme parentales et la souche GUY-KOE,
appartenant a I'haplogroupe 5, ne semble présenter aucune région vraiment similaire avec les
haplogroupes 9 et 6 (Minot et al., 2012), présentés comme proches de ses lignées ancestrales
(Khan et al., 2007). Ces résultats montrent que les groupes considérés comme parentaux ne
sont pas les bons ou qu’il y a eu plus d’un croisement. Le génome de T. gondii a été découpé
en haploblocs qui sont des régions génomiques presque identiques entre certaines souches
ce qui suppose que ces haploblocs partagent un ancétre commun récent. Cette analyse a
montré que certaines souches appartenant au méme haplogroupe ne présentaient aucun
ancétre commun récent pour les différents haploblocs identifiés, suggérant qu’elles sont en
fait trés divergentes. Cette étude met en évidence une histoire évolutive complexe durant
laguelle certaines régions génomiques ont été échangées et se sont répandues dans la
population alors que d’autres régions génomiques n’ont pas connu cette expansion (Minot et
al., 2012).

L’ensemble des données sur la diversité génétique de T. gondii et les différents modeles
proposés pour 'émergence des types clonaux a conduit a I'élaboration de plusieurs scénarios
pour tenter d’expliquer ou était apparu le parasite et comment il s’était disséminé.

1.3.3. Débat sur I'origine géographique de T. gondii

En 2006, une étude basée principalement sur des microsatellites a calculé la diversité
génétique de différentes populations en utilisant des souches isolées a partir de poulets dans
différents endroits du monde. Au total 275 isolats et 7 locus ont été pris en compte. Les
diversités les plus élevées ont été trouvées en Amérique du Sud. Une représentation en
réseau des haplotypes a montré une séparation entre les souches d’Eurasie et celles
d’Amérique du Sud mais aussi une relation étroite entre certains génotypes présents dans
plusieurs régions géographiques suggérant une radiation récente d’'un seul génotype
présentant une bonne capacité de migration. Un modéle statistique bayésien permettant de
regrouper les souches sans a priori sur leur origine géographique a également montré qu’elles
formaient 4 populations, 2 confinées en Amérique du Sud et Centrale, 1 présente en Europe,
Asie, Afrique et Amérique du Nord mais apparemment absente d’Amérique du Sud et 1
cosmopolite. Une analyse basée sur les Fst mesurant la divergence entre chaque population
et une population « ancestrale » théorique a permis de montrer que les populations
d’Amérique du Sud présentaient des Fst plus petits, suggérant qu’elles avaient moins divergé
de la population « ancestrale » commune que les autres (Lehmann et al., 2006). Ces données
ont amené a conclure que le lieu d’origine de T. gondii était ’Amérique du Sud, ou seuls les
félidés sauvages en faible abondance pouvaient servir d’hétes définitifs au parasite, avant
I'introduction du chat domestique au 16°™e siécle. Ce scénario propose au moins 2 migrations
a partir de 'Amérique du Sud. Une premiére vers I'Eurasie, un événement rare mais vers un
lieu ou il y a une abondance de chats domestiques, aurait permis I'émergence de la population
présente en Europe, Asie, Afrique, Amérique du Nord mais pas en Amérique du Sud. Le trafic
maritime a pu étre a l'origine de cette migration puis de la distribution des souches formant
cette population aux autres continents. Au 18°me et 19%me siecle, le transport de produits
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agricoles d’Amérique du Sud et Centrale a pu permettre quelques introductions, ayant pu
conduire a I'émergence de la population globalement répandue. Il a été proposé que l'isolation
géographique de '’Amérique du Sud ait pu conduire a la division de 2 lignées ancestrales
d’alléles. La plus faible fréquence de recombinants en Amérique du Nord et Eurasie pourrait
alors s’expliquer par un temps plus court pour produire ces recombinants par rapport a
'Amérique du Sud qui serait l'origine de ce parasite, présentant dailleurs un taux
d’autoreproduction élevé. Dans cette étude les isolats utilisés proviennent de poulets. Les
poulets sont considérés comme un bon indicateur de la contamination de I'environnement
puisqu’ils se nourrissent au sol. De plus, l'intérét de s’intéresser a cet hote était de prendre en
compte des infections asymptomatiques. En effet lorsque des cas humains sont pris en
considération, il y a souvent le biais que seules les infections symptomatiques soient présentes
dans I'’échantillon. L’échantillonnage de cette étude était assez important avec notamment
quelques souches isolées en Afrique et dans le sud de I'Asie, deux régions souvent sous
échantillonnées. Cependant, I'origine de T. gondii en Amérique du Sud est principalement
basée sur le fait que la diversité y soit plus importante qu’ailleurs, ce qui est insuffisant en
'absence d’approche phylogénétique ou spatiale pour retracer I'histoire évolutive du parasite.
D’ailleurs, cette hypothése a été contredite dans une autre étude, qui suppose plutét que les
souches d’Amérique du Sud proviendraient d’Amérique du Nord et qu’elles auraient été
introduites en Amérique du Sud avec leurs hotes définitifs (Khan et al., 2007). Les félidés ont
en effet connu une diversification lors de leur entrée en Amérique du Sud. Cette étude utilise
le séquengage d’intron et ne fait pas d’hypothése sur l'origine en elle-méme. Mais elle fait
'hypothése qu’une séparation a eu lieu entre les souches d’Amérique du Nord et d’Amérique
du Sud il y 1 000 000 d’années lors de I'entrée de T. gondii en Amérique du Sud, ce qui
contredit le scénario de Lehmann et al. (2006). Le probleme de cette étude est qu’elle n’utilise
que 46 souches principalement en provenance d’Amérique du Nord et du Sud. L’Europe est
faiblement représentée et I'Asie et 'Afrique ne rentrent pas dans I'analyse.

1.4. Objectifs de la these

La thématique de I'origine des pathogénes est large. Elle peut amener a plusieurs questions
et peut concerner plusieurs échelles temporelles et spatiales. On peut par exemple
s’intéresser a I'origine d’'un pathogéne dans une localité particuliére, par exemple dans le cas
d’'une épidémie. On recherche alors la source d’'une maladie. Les problématiques abordées
peuvent cependant impliquer des échelles spatiales et temporelles beaucoup plus grandes.
On peut alors chercher a identifier I'ancétre ou l'origine géographique d’'un pathogéne, le
nombre et le lieu d’éventuels transferts inter-espéces, les especes réservoirs ou encore a
reconstruire les routes d’invasion du parasite. Ce type de question est peu accessible par des
approches d’épidémiologie classique et fait donc appel a des méthodes d’épidémiologie
moléculaire qui reposent sur I'analyse de la diversité génétique, notamment a travers des
approches phylogénétiques et spatiales. Enfin, ce type de questions peut concerner tous types
de parasites a condition que la diversité présente soit suffisante pour étre analysée et
informative (Guégan and Choisy, 2009).

Plusieurs exemples peuvent étre pris pour illustrer le type de questions qui peuvent se poser
ainsi que la diversité des parasites concernés et des méthodes mises en ceuvre. Une épidémie
de choléra est apparue a Haiti en octobre 2010 alors que la maladie y était absente. Cette
maladie est provoquée par une bactérie Vibrio cholerae. Deux hypothéses ont été émises pour
expliquer son apparition dans cette ile: les facteurs climatiques et la transmission humaine.
Des méthodes d’épidémiologie classique et de comparaison génétique d’isolats ont été
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réalisées. Elles montrent une proximité phylogénétique entre les isolats d’Haiti et des isolats
du Népal. Une épidémie de choléra sévissait dans ce pays durant la méme période. Il a alors
été suggéré que des soldats Népalais qui sont venus en aide a Haiti en 2010 aprés un
tremblement de terre pour le maintien de I'ordre, auraient été en contact avec le choléra au
Népal et 'auraient introduit de fagon involontaire a Haiti (Frerichs et al., 2012). Le VIH (Virus
de 'lmmunodéficience Humaine) est 'agent du SIDA, décrit pour la premiére fois au début des
années 1980. Il s’agit d’'une maladie émergente, qui est devenue une pandémie mondiale en
25 ans. Deux types de VIH sont présents, le VIH-1 et le VIH-2. Le VIH-1 est impliqué dans
I'épidémie mondiale, tandis que le VIH-2 a une aire de répartition plus limitée et se trouve plus
particulierement en Afrique de I'Ouest. Des reconstructions phylogénétiques ont permis de
montrer que les deux types de VIH sont proches des VIS (Virus de I'lmmunodéficience
Simienne). En combinant les données phylogénétiques et les données sur l'aire de répartition
des singes, il a été montré que les chimpanzés représentaient le réservoir originel des SIV
ayant conduit au VIH-1 chez 'homme et que l'origine géographique du VIH-1 se situait en
Afrique centrale de I'Ouest. Le VIH-2 aurait quant a lui comme origine un VIS infectant les
mangabeys (Hahn et al., 2000; Sharp and Hahn, 2011). L’aspect des relations
phylogénétiques entre ces deux virus a également permis de supposer que plusieurs
transmissions indépendantes a 'lHomme ont eu lieu. Les datations moléculaires indiquent que
les différents VIH seraient apparus entre 1920 et 1945 (Faria et al., 2014; Lemey et al., 2003)
D’autres pathogénes ont une origine plus ancienne. Par exemple la Iépre causée par une
bactérie, Mycobacterium leprae qui a été décrite en 1873 est une des maladies les plus
anciennes connues affectant 'Homme. Son génome a subit une évolution réductive avec une
diminution de sa taille ainsi que I'accumulation de plusieurs pseudogénes. L’étude de
différentes souches a montré que son génome était bien conservé et qu'il s’agissait d’'un
pathogéne hautement clonal avec une fréquence de SNPs de 1 pour 28 kb (Monot et al.,
2005). L’étude de 84 SNPs informatifs pour environ 400 échantillons provenant de 28 localités
différentes a permis d’identifier 16 sous-profils SNP répartis dans 4 grands groupes (Monot et
al., 2009). Une corrélation ayant été trouvée entre les profils SNP et I'origine géographique
des patients, un scénario, impliquant une origine en Afrique de I'Est puis une dissémination
via les migrations humaines, a été proposé afin d’expliquer I'existence des 4 grands profils
SNPs de la fagon la plus parcimonieuse possible, en tenant compte des données
géographiques et historiques (Monot et al., 2005). Cette hypothése a été confortée par des
analyses supplémentaires notamment phylogénétiques (Monot et al., 2009). Trypanosoma
cruzi est un protozoaire flagellé, faisant partie des kinétoplastidés, responsable de la maladie
de Chagas. L’analyse phylogénétique des séquences d’ARNr 18S a montré une séparation
claire entre Trypanosoma cruzi et Trypanosoma brucei responsable de la maladie du sommeil.
T. brucei appartient a un clade comprenant exclusivement des trypanosomes d’origine
Africaine, suggérant que son histoire s’est déroulée sur ce continent. Au contraire T. cruzi
appartient a un clade qui contient des trypanosomes avec des origines en Amérique du Sud
et en Australie. De plus, les trypanosomes de ce clade se trouvent a la fois dans des hbtes
placentaires et marsupiaux. Ces données suggerent donc que T. brucei serait apparu en
Afrique aprés la séparation de ce continent avec ’Amérique du Sud qui a eue lieu il y a environ
80-100 Ma (Stevens et al., 1999). Au contraire, la maladie de Chagas est I'une des rares
maladies infectieuses humaines a étre originaire d’Amérique et non de I’Ancien Monde
(Europe, Asie, Afrique) (Wolfe et al., 2007). Enfin, en ce qui concerne le groupe auquel
appartient T. gondii, les Apicomplexes, une étude a montré a 'aide d’'une analyse spatiale de
la diversité génétique que Plasmodium falciparum, agent du paludisme, serait originaire
d’Afrigue sub-saharienne et que la diversité intra-populationnelle diminuait avec
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I'augmentation de la distance a l'origine. Un modéle génétique a ensuite permis de déterminer
que ce pathogéne aurait infecté les Hommes avant leur sortie d’Afrique il y a environ 50 000 —
60 000 ans et se serait disseminé dans le reste du monde via leurs migrations (Tanabe et al.,
2010). Les exemples précédents montrent donc que plusieurs méthodes sont disponibles
(analyse phylogénétique, analyse détaillée des SNPs, analyse spatiale de la diversité
génétique, datation...) pour élucider l'origine d’'une épidémie ou l'origine ancestrale de
pathogénes émergents comme le VIH ou plus anciens (Mycobacterium leprae, Trypanosoma
cruzi, Plasmodium falciparum). Elles nécessitent souvent d’étre associées a d’autres
informations telles que les origines géographiques des échantillons, I'aire de répartition des
hétes ou encore leurs migrations.

Ces études sur l'origine des pathogénes peuvent avoir diverses implications. Identifier la
source d’'une épidémie n’a pas toujours de conséquence directe sur la gestion initiale de la
maladie mais elle permet toutefois d’identifier des facteurs de risques et de les prévenir en cas
de situation similaire. Le cas de I'épidémie de choléra a Haiti peut par exemple conduire a des
mesures de surveillance et de détection chez les contingents envoyés dans d’autres pays et
ou le risque d’introduction de nouveaux pathogénes peut étre augmenté, notamment par
I'affaiblissement des structures sanitaires provoqué par une catastrophe naturelle.
L’identification de l'origine des VIH a permis de souligner I'importance de la pratique de la
chasse et de la découpe de la viande de brousse dans le processus de transmission d’un virus
animal a ’'Homme. Cette découverte montre également I'importance de centrer une partie des
recherches sur les VIS qui circulent en milieu naturel, notamment pour les reconnaitre
suffisamment t6t en cas de nouveaux transferts a 'lHomme et d’éviter ainsi la circulation d’'un
nouveau virus non-détecté pendant plusieurs années (Guégan and Choisy, 2009). Plus
généralement des facteurs de risque d’émergence de maladies infectieuses peuvent ainsi étre
mis en évidence, comme I'avancée de plus en plus marquée des populations humaines dans
des régions inhabitées et sauvages et donc 'augmentation du contact avec des pathogénes
nouveaux (Smith and Guégan, 2010). La détermination de l'origine de pathogénes plus
anciens peut apporter des informations sur leurs mécanismes d’évolution et notamment sur le
lien entre les degrés de coévolution et la susceptibilité plus ou moins importante des humains
aux différents parasites. Il a ainsi été suggéré que la résistance des humains a la majorité des
trypanosomes transmis par des mouches tsétsé en Afrique, pourrait étre due a une coévolution
plus longue entre ’'homme et ces parasites sur ce continent alors que les trypanosomes
d’Amérique ont majoritairement évolué sans contact avec les humains (Stevens et al., 1999).
La connaissance de l'origine géographique d’'un parasite permet également d’expliquer la
distribution de sa diversité génétique et peut servir a la mise en place de moyens de lutte plus
efficaces contre la maladie qui tiennent compte de la diversité. Ainsi la diversité génétique de
P. falciparum s’est mise en place avec les migrations humaines et s’explique principalement
par la distance a l'origine. Les campagnes de lutte contre la malaria ainsi que les variations
dans la distribution géographique des vecteurs ne semblent pas avoir un effet significatif sur
cette diversité (Tanabe et al., 2010). La diminution de la diversité intra-populationnelle
observée pour des genes de ménage a également été trouvée pour des antigénes reconnus
par le systeme immunitaire de I'héte et candidats pour I'élaboration de vaccins. De plus il a été
montré qu’une large proportion de SNPs trouvés dans les populations non-Africaines se
retrouvait aussi en Afrique supposant que ces SNPs sont stables dans le temps. Ces résultats
suggeérent qu’'un vaccin prenant en compte un petit nombre de génotypes d’antigénes sera
plus efficace dans des populations présentant peu de diversité donc, plus éloignées de I'origine
africaine, et qu’un vaccin prenant en compte les SNPs stables sera aussi plus efficace qu’un
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vaccin ne prenant en compte qu'un génotype. Les pressions de sélection exercées par le
systéme immunitaire sur les antigeénes ne semblent pas étre le principal facteur affectant la
distribution de la diversité. Cela diminue le risque que l'introduction d’un vaccin c’est-a-dire
une pression de sélection, ne favorise la sélection de variants qui seraient capables de
contourner le vaccin (Tanabe et al., 2013). Les applications en santé publique peuvent donc
étre nombreuses et plus ou moins directes.

L’objectif principal de cette thése est de déterminer l'origine géographique des lignées
actuelles de T. gondii. Savoir ou est apparu I'ancétre commun des souches actuelles
permettrait sans doute de mieux comprendre I'évolution de ce parasite et la distribution
géographique des différents génotypes. Ces résultats pourraient aussi avoir une implication
dans la compréhension des différentes formes cliniques de la toxoplasmose, plus séveres en
Amérique du Sud. Pour répondre a cette problématique nous avons choisi d’étudier une large
collection de souches d’origine géographique variée mais regroupées dans des aires
géographiques restreintes pour donner un sens a la notion de population. L’objectif principal
de cette thése était de déterminer I'origine géographique de I'ancétre commun des lignées
actuelles du toxoplasme et de dater son apparition. L’objectif secondaire était de déterminer
les relations phylogénétiques entre les différentes souches de T. gondii.

La deuxiéme partie de ce travail présente cette étude.

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 36

(@) BY-Ne-ND | L LN



Chapitre Il. Etude expérimentale

Il.1. Le jeu de données
I.1.1. Sélection des souches

Au total, 168 souches ont été sélectionnées pour cette étude. Elles se répartissent sur 5
continents en 13 populations : 3 en Europe (Autriche, France et Portugal), 2 en Afrique (Gabon
et Ethiopie), 2 en Asie (Chine et Turquie), 2 en Amérique du Nord (Minnesota et Pennsylvanie),
1 dans les Caraibes et 3 en Amérique du Sud (Guyane, Brésil Sud-Est et Brésil Nord-Est). Les
populations ont été définies de fagon géographique, en prenant des souches spatialement
proches. Les génotypes basés sur la méthode des microsatellites ont été pris en compte afin
d’éviter les clones. Un minimum de 10 souches était nécessaire par population. (Annexe 2.1
et figure 14)

Les souches d’Europe, d’Afrique et d’Asie ont été isolées a partir d’animaux domestiques, a
I'exception d’'une souche de Turquie qui provient d’un cas humain de transmission congénitale.
Les souches utilisées dans ce travail se répartissent de la maniére suivante : 6 de poulets et
6 de cochons au Portugal (n=12), 12 de moutons en France (n=12), 10 de poulets en Autriche
(n=10), 9 de chats et 1 d’'un cas de toxoplasmose congénitale en Turquie (n=10), 13 de chats
et 1 de cochon en Chine (n=14) , 6 de moutons et 7 de chévres en Ethiopie (n=13), et 12 de
poulets et de 2 de chévres au Gabon (n=14). Les cochons du Portugal proviennent de petites
exploitations en gestion semi-intensive dans la région de Vinhais et étaient destinés a
I'abattoir. Les isolats de poulets de cette population sont issus d’une autre étude dans des
petites fermes en zone rurale et ne proviennent donc pas tous de la méme ferme. De méme,
les poulets de la population d’Autriche ne sont pas issus de la méme ferme. Les souches de
la population de Turquie ont été isolées a partir de chats errants provenant de quartiers
différents d’lzmir. Le cas de toxoplasmose congénitale correspond a un cas sévére
diagnostiqué a Ankara. Les souches de la population de Chine proviennent de différentes
provinces du pays. Les moutons ainsi que les chévres a partir desquels ont été isolés les
souches d’Ethiopie ne font pas tous partie d’'un méme troupeau. L’'ensemble des animaux se
répartissait dans deux zones différentes : I'Est et 'Ouest de Shewa. Enfin en ce qui concerne
le Gabon, les souches proviennent aussi de plusieurs localités : La lopé, le village de Dienga
et trois zones urbaines, Makokou, Libreville et Franceville.

En Amérique, la situation est différente avec des souches a la fois d’animaux domestiques,
d’animaux sauvages et de cas humains. En Amérique du Nord, la population du Minnesota
est constituée de 10 souches isolées a partir de loups et de 2 a partir de cerf de Virginie (n=12),
et la population de Pennsylvanie de 3 souches isolées a partir de renard, 1 d’oie, 1 de cerf et
7 de coyotes (n=12). En Amérique du Sud les souches sélectionnées sont : 1 souche isolée a
partir d’'un grison, 1 de jaguar, 1 de chien et 14 de cas de toxoplasmoses Amazoniennes pour
la population du plateau des Guyanes (n=17), 9 de poulets, 1 de jaguarondi, 1 d’oncilla et 1
d’ane pour la population du Nord-Est du Brésil (n=12), 1 de mouton, 6 de chats et 8 de
capybaras pour la population du Sud-Est du Brésil (n=15). La population des Caraibes est
constituée de souches isolées a partir de 3 cas de toxoplasmose congénitale, 4 a partir de cas
de réactivation chez des patients immunodéprimés, 6 de chats et 1 de macaque (n=14). En
ce qui concerne la population du Minnesota, les 10 souches isolées a partir de loups
proviennent d’'une étude ou une séroprévalence de 52,4% a été trouvée pour un total de 248
loups testés. Les deux cerfs étaient en gestation et ont été prélevés dans une zone de 200
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km? autour de la ville de Skime. Les souches de la population de Pennsylvanie sont issues
d’une étude qui a porté sur un total de 367 animaux dont 160 étaient séropositifs pour la
toxoplasmose (92/266 coyotes, 49/79 cerfs, 17/20 renards et 2/2 oies). Dans la population de
Guyane il faut noter que la souche isolée a partir d’'un chien et celle a partir d’'un grison sont
issues d’un milieu anthropisé alors que les souches humaines ont été isoléés chez des patients
qui s’étaient infectés en mangeant du gibier chassé dans la forét amazonienne ou en buvant
de I'eau de riviére non traitée. En ce qui concerne la population du Nord-Est du Brésil, I'oncilla
était un animal captif et le jaguarondi vivait dans un zoo depuis 8 ans et était nourri de viande
pré-congelée. Pour la population du Sud-Est du Brésil, les chats ne proviennent pas tous de
la méme localité et il en est de méme pour les capybaras.

L’origine et la localisation de I'ensemble des souches sont détaillées dans 'annexe 2.1.
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Figure 14 : Distribution géographique des populations et nombre de souches par population.
Il.1.2. Sélection des marqueurs

Toxoplasma gondii étant un organisme présentant trés peu de diversité dans certaines
régions, le critére de sélection des marqueurs était le polymorphisme. Les fragments d’ADN
devaient étre suffisamment polymorphes pour différencier les souches et calculer des
diversités génétiques. Pour cela, les régions d’ADN utilisées dans des études antérieures sur
Toxoplasma gondii ont été recherchées sur la base de données GenBank
(http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) et ToxoDB (http://www.toxodb.org/toxo/). Les
séquences de 30 fragments ont été téléchargées. A I'exception du marqueur correspondant a
intron 1 du géne TUBT qui présente 6 séquences, tous les autres marqueurs avaient au
minimum 16 séquences afin de permettre I'analyse. La nature et les fonctions de ces 30
fragments sont décrites ci-dessous :

e Les protéines de micronémes : ces protéines sont sécrétées lors de I'invasion. Il s’agit
en majorité d’adhésines c’est-a-dire de protéines de surface qui sont capables de lier
des ligands spécifiques présents a la surface des cellules cibles (Dubremetz and
Lebrun, 2012). MIC2 est une adhésine transmembranaire qui joue un réle important
dans la motilité du parasite lors de I'invasion. Cette adhésine fait partie d’'un complexe
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qui permet de mettre en relation le glidéosome, moteur moléculaire, avec les
récepteurs de la cellule héte. Le déplacement de ce complexe vers le pble postérieur
permet le mouvement du parasite vers I'avant (Dubremetz and Lebrun, 2012; Frénal
and Soldati-Favre, 2013).

e Les protéines de rhoptries : lors de I'invasion, les rhoptries libérent leur contenu dans

la cellule hote a la suite des micronémes. Le role de toutes ces protéines n’a pas été
élucidé mais certaines sont impliquées dans la modification des voies de signalisation
de la réponse immunitaire et ont été principalement étudiées dans le modéle murin.
ROP18 est une sérine/thréonine kinase active, qui se place sur la surface
membranaire de la vacuole parasitophore. Elle phosphoryle les IRGs (immunity-
related GTPases) des souris, ce qui les empéche de provoquer la vésiculation de la
vacuole parasitophore et donc a terme la destruction du parasite (Hunter and Sibley,
2012).
ROP16 est une protéine qui cible le noyau de la cellule héte et qui induit une
modification de la transcription, en modulant I'activité des facteurs de transcription
STAT3 et STAT6. Cette activité conduit a une diminution de l'inflammation et une
réduction de la pathologie conduisant a une amélioration de la survie du parasite
(Hunter and Sibley, 2012).

e Les protéines de granules denses : les granules denses sont des organites de
stockage et de sécrétion de protéines, nommeées les protéines GRAs. La sécrétion de
ces protéines intervient vers la fin de I'invasion de la cellule héte par le parasite lorsque
la vacuole parasitophore est formée. Le manque d’homologie de ces protéines entre
elles et avec d’autres protéines ayant une fonction connue a rendu difficile la
détermination de leur fonction (Mercier and Cesbron-Delauw, 2015; Mercier et al.,
2002). Cependant, il a été montré que ces protéines jouent un réle dans la maturation
de la vacuole parasitophore en un compartiment métaboliquement actif. Elles sont
également importantes pour la transformation ultérieure de la vacuole en kyste
(Mercier and Cesbron-Delauw, 2015). Parmi ces protéines GRA6, GRA7 et GRAS sont
associées aux différentes parties du systeme membranaire de la vacuole (Mercier and
Cesbron-Delauw, 2015). Elles sont aussi impliquées dans d’autres roles. Il a été
montré par exemple que GRAG régulait I'activation d’un facteur de transcription de
I'héte, le NFAT4, qui est un facteur nucléaire des cellules T activées, impliqué dans la
virulence chez la souris (Ma et al., 2014). GRA7 a été trouvé dans le complexe
protéique comprenant ROP18. Elle ciblerait également les IRGs et permettrait donc
une virulence accrue du parasite, toujours chez la souris (Alaganan et al., 2014).

e Les antigénes de surface SAGs : il s’agit de protéines recouvrant la surface du
parasite. Elles sont ancrées par du glycosylphosphatidylinositol (GPI). SAG1, SAG2
et SAG3 codent respectivement pour les protéines P30, P22 et P43 (Lekutis et al.,
2001). Ces protéines se trouvent a la surface des tachyzoites (Fazaeli and
Ebrahimzadeh, 2007; Lekutis et al., 2001). P43 (SAG3) se trouve également a la
surface des bradyzoites (Lekutis et al., 2001). Ces protéines sont impliquées
principalement dans I'attachement et I'invasion de la cellule-héte et la modulation des
défenses immunitaires de I'hote (Fazaeli and Ebrahimzadeh, 2007; Lekutis et al.,
2001; Wang and Yin, 2014).

e L’enzyme uracil phosphoribosyltransferase : codée par le géne UPRT, il s’agit d’'une
enzyme impliquée dans la voie de récupération des pyrimidines. Cette voie de
synthése des pyrimidines utilise des pyrimidines pré-formées originaires du parasite
ou de la cellule héte (Fox and Bzik, 2002; lltzsch, 1993). Une de ses étapes consiste
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en la métabolisation de I'uracile en uridine 5’-monophosphate (UMP), précurseur de
toutes les pyrimidines, par 'enzyme uracil phosphoribosyltransférase (Fox and Bzik,
2002).

e L’actine : le géne de l'actine code pour la protéine ACT1. Il a été montré que l'actine
permettrait la ségrégation de I'apicoplaste parmi les cellules-filles lors de la réplication
(Andenmatten et al., 2013). Elle fait partie du glidéosome et serait aussi requise lors
de l'invasion de la cellule héte pendant I'étape d’entrée du parasite (Drewry and Sibley,
2015). Ce gene est indispensable a la survie du parasite (Andenmatten et al., 2013).

e Latubuline : La tubuline est une protéine structurelle des microtubules. lls sont formés
d’hétérodimeéres de tubuline a et 3, et participent a la formation de diverses structures,
telles que le conoide ou le flagelle des microgametes. lls jouent donc un réle important
dans l'invasion de la cellule héte et la reproduction. lls interviennent également dans
la ségrégation des chromosomes lors de la réplication (Morrissette, 2015). TUB1 et
TUBZ2 codent respectivement pour I'a-tubuline et la B-tubuline.

e La protéine codée par le géne PK1 : Il s’agirait d’'une sérine-thréonine kinase (Ng et
al., 1997). Elle ferait partie des MAP-kinases qui permettent 'amplification des signaux
dans le noyau afin d’initier des processus cellulaires liés par exemple a la croissance
ou au développement (Schemarova, 2006).

e La protéine codée par le géne HP: Il s’agit d’'une protéine hypothétique sans fonction
connue.

e Les différents locus du chromosome la : le chromosome la fait environ 1,92 Mb et
comprend environ 211 séquences codantes pour des protéines. Sa particularité est de
présenter trés peu de polymorphismes (Khan et al., 2006b). En effet une version
similaire de ce chromosome est partagée non seulement par les types I, Il et lll mais
aussi par beaucoup de souches originaires d’Amérique du Sud (Khan et al., 2007).
Pour les 3 types clonaux, le pourcentage de polymorphisme de ce chromosome a été
estimé a 0,03% alors qu’il a été estimé a 0,65% sur 'ensemble du génome (Boyle et
al., 2006). Afin d’étudier ce chromosome pour plusieurs souches, 12 blocs d’environ
800 a 900 bp se répartissant sur le chromosome ont été sélectionnés pour étre
séquenceés (Khan et al., 2006b, 2007, 2011b). Les locus 2, 5, 6, 7, 8, 12, 13, 14, 16,
19, 21 et 26 correspondent a ces 12 blocs.

Certains de ces fragments sont des génes de ménage tels qu’'UPRT et les génes codant pour
la tubuline et I'actine. D’autres sont impliqués dans l'invasion de la cellule hbte par le parasite
et/ou reconnus par le systéme immunitaire de I'héte. D’autres n’ont pas de fonction connue.
Pour chaque locus, la souche de laboratoire RH, a été enlevée. Elle a été isolée en 1939 et
cultivée depuis dans de nombreux laboratoires ce qui a entrainé I'apparition d’'une variabilité
génétique entre les différentes lignées de cette souche (Howe and Sibley, 1994). Les souches
dont l'origine géographique était inconnue ont également été enlevées. Pour chaque locus,
les séquences ont été alignées avec le logiciel MEGA v5.2.2 en utilisant I'algorithme MUSCLE.
Certaines séquences ne s’alignant pas avec lI'ensemble ont été considérées comme des
erreurs et ont été éliminées. Lorsque plusieurs exemplaires d'une méme souche étaient
présents, seule une copie a été gardée. Le nombre de sites variables a été calculé pour
chaque locus avec le logiciel R 3.0.2 en utilisant le package adegenet (Tableau 1). Afin de
vérifier que les souches d’un méme pays n’étaient pas identiques pour ces marqueurs et donc
que ceux-ci étaient suffisamment informatifs pour calculer des diversités génétiques, les noms
des souches ont été remplacés par celui de leur pays d’origine et un arbre non-raciné en
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Neighbor-joining a été construit pour chaque alignement a I'aide du package APE du logiciel
R.

Parmi ces marqueurs, cing ont été sélectionnés parmi les plus polymorphes : GRA6, GRA?Z,
SAGS3, UPRT1 et UPRT7 correspondant respectivement aux introns 1 et 7 du géne UPRT.
Les fragments qui semblaient étre les plus adaptés pour cette étude compte tenu du critere de
sélection choisi, le polymorphisme génétique, étaient donc constitués de génes codant pour
des protéines de granules denses (GRA6 et GRA7), un géne codant pour un antigene de
surface (SAG3) et deux introns d’'un méme géne de ménage (UPRTT1 et UPRT7).

ROP18 n’a pas été sélectionné malgré son taux de polymorphisme élevé afin de pas biaiser
les analyses phylogénétiques car il s’agit d’'un facteur important de virulence soumis a une
forte pression de sélection et dont I'histoire évolutive différe de celle du reste du génome (Khan
et al., 2009).
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Tableau 1 :
GenBank.

Polymorphisme des différentes régions d’ADN de Toxoplasma gondii présentes dans

Locus

Taille
alignement

Nombre de
séquences

S/L

P

N° d’accession GenBank

I
GRA6

SAG3

ROP18

UPRT
intron 1

GRA7

UPRT
intron 7

ROP16

GRA3
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157

1673

399

415

459

2129

663
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145

24

45

140

130

140

17

24

18/212

13/157

137/1673

31/399

30/415

24/459

105/2129

29/663

85

83

82

78

72

52

49

44

AB235426-AB235435, AB471758,
AF239284-AF239292, AJ635333-AJ635336,
AY964058-AY964060, DQ187387,
DQ512729, EF512218-EF512239,
EF512241-EF512265, EF585704-EF585715,
EU180619, EU180621, EU180623,
EU180624, EU573185, JX044178-JX044180,
JX044183-JX044189, JX044191, JX044192,
JX044194-JX044196, JX044199, JX044201,
JX044203-JX044211, JX044214-JX044225,
JX044227-JX044234, JX044236, JX044237,
JX044240-JX044243

AF340228, AF340229, AY187280,
EF585683-EF585694, JX218224, KC928250-
KC928254, GT1 (ToxoDB), ME49(ToxoDB),
VEG (ToxoDB)

EF092842, GQ243205, GQ243206,
GQ243208-GQ243216, JX045318-
JX045320, JX045322-JX045329, JX045331-
JX045338, JX045340-JX045345, JX045347-
JX045354

AY143142, AY143145, EU573186,
JQ679758-JQ679781, JQ679783-JQ679895

DQ459444-DQ459458, DQ465955,
DQ473315, EF626965-EF626970,
EF639857-EF639859, EU157141-EU157183,

HQ852155-HQ852159, JX045574-JX045586,
JX045588-JX045596, JX045600, JX045604-
JX045615,

JX045617-JX045632, JX045634-JX045638
AY143148, AY143149, AY143151-

AY143153, JQ679896-JQ679931,
JQ679933-JQ680031

AAYL02000151, GQ249081-GQ249096

JX044153-JX044163, JX044165-JX044177
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Locus Taille Nombre de S/L P N° d’accession GenBank
alignement  séquences

locus 5 503 74 20/503 40 JX044476-JX044489, JX044491, JX044493-

Chr la JX044543, JX044545-JX044552

SAG2 351 42 14/351 40 AF249696-AF249698, AF357577-AF357582,
AY187279, EU258524-EU258530,
EU258532, EU258533, EU650329,
EU650330, JX045470, JX045473-JX045477,
JX045479-JX045491, JX045493

Hp 470 137 16/470 35 JQ679621-JQ679757

intron 2

Mic2 372 75 11/372 30 JX044322-JX044324, JX044326-JX044383,

intron 3 JX044386-JX044399

Actin 432 25 12/432 28 AF247381, AF247382, JX045422-JX045443,

intron JX045445

locus 21 721 73 19/721 27 JX045166-JX045187, JX045190-JX045223,

Chr. la JX045225-JX045241

SAG1 1011 78 26/1011 26 AY187278, GQ253073, GQ253074,
GQ253086-GQ253098, JX045355,
JX045357-JX045359,
JX045361-JX045367, JX045369-JX045397,
JX045400-JX045421

locus 13 717 74 19/717 25 JX044860-JX044925, JX044928-JX044935

Chr. la

locus 6 457 73 11/457 25 JX044553-JX044579, JX044581-JX044607,

Chrla JX044609, JX044611-JX044628

MiC2 412 75 9/412 22 JX044245, JX044247-JX044268, JX044270-

intron 1 JX044321

PK1 459 16 10/459 22 EU258505-EU258518, EU650327,
EU650328

locus 8 747 74 15/747 21 JX044708-dX044717, JX044719-4X044782

Chr. la
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Locus Taille Nombre de  S/L P N° d’accession GenBank
alignement  séquences

locus 2 731 73 14/731 20 JX044401-JX044456, JX044458, JX044460-

Chr la JX044475

locus 14 742 73 14/742 19 JX044936, JX044939-JX044953, JX044955-

Chr. la JX045011

locus 26 744 74 14/744 19 JX045242-JX045266, JX045268-JX045277,

Chr. la JX045279-JX045317

locus 12 631 73 11/631 18 JX044783, JX044785, JX044787-JX044819,

Chr. la JX044821-JX044858

TUB2 447 77 6/447 14 AF249701-AF249703, AY143119,

intron 1 AY143121, AY143122, JX045496-JX045507,
JX045509-JX045536,
JX045538-JX045543, JX045545-JX045558,
JX045561, JX045562, JX045564-JX045572

locus 7 740 74 9/740 13 JX044629-JX044647, JX044649-JX044697,

Chr la JX044699, JX044701-JX044705

Actin 1563 23 15/1563 10 JX045422-JX045443, JX045445

locus 19 746 74 4/746 6  JX045089, JX045090, JX045092-JX045126,

Chr. la JX045129-JX045165

TUBT1 501 6 2/501 4  AF249699, AF249700, AY143106,

intron 1 AY143107, AY143109, AY143110

locus 16 539 74 1/539 2 JX045013-JX045047, JX045050-JX045088

Chr.la

P: Sites polymorphes par kilobase
S: Nombre de sites polymorphes (inclus les sites polymorphes présentant aussi des gaps)
L: Longueur des séquences (avec les gaps)
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I1.1.3. Amplification et séquencage

Les 5 fragments GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 et UPRTY7 se répartissent sur 4 chromosomes
différents (Tableau 2), ce qui permet d’éviter que ces marqueurs soient tous physiquement
liés. Afin d’étre sir d’amplifier et de séquencer les régions d’ADN contenant le polymorphisme
estimé dans I'analyse précédente, les amorces ont été choisies dans la bibliographie ou bien
créées a partir du logiciel en ligne Primer3Web, de fagon a ce qu’elles encadrent la région
d’intérét. Les amorces ainsi que la taille finale des séquences utilisées dans cette étude sont
présentées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Position, longueur et amorces des loci utilisés dans cette étude.

Locus Chromosome Position du fragment Taille*  Amorces Source
amplifié sur le
chromosome (bp)
GRA6 X 7193682-7 194472 607 F: GTAGCGTGCTTGTTGGCGAC (Fazaeli et
al., 2000)

R: TACAAGACATAGAGTGCCCC

GRA7 Vlla 2604 391 -2605143 677 F: TAAAAGGGATTACTGCGGCG Cette
étude
R: CCCATATCCTACTGGCGGG

SAG3 Xl 511 192 - 511 871 638 F: CCAATGGTCGAAGGCAAGAG Cette

étude
R: CTCCGGAAAACACAGTTCGG

UPRT Xl 2718724-2719340 574 F: TCCAGGACATCATCACGAGG Cette

intron 1 étude
R: CCGCTTAGTGGCTTGATTCC

UPRT Xl 2722126-2722885 657 F: TGGTCGTCGTCACTTGTTA (Khan et

intron 7 al., 2007)
R: GCAGCCTCACAACTAAAACT

Chaque réaction d’amplification a été réalisée dans un volume total de 25 pL contenant 0,5 uL
de Taq polymérase Herculase Il Fusion (Agilent Technologies), 5 uL de tampon Herculase 5X,
0,63uL de dNTP a 10 mM, 0,63 uL de chaque amorce a 10 uM et 2 uyL d’ADN. Les conditions
d’amplification étaient 2 min & 95°C pour la dénaturation initiale suivie de 35 cycles avec une
étape de dénaturation de 20 s a 95°C, une étape d’hybridation de 20 s a 60°C pour GRAGS,
57°C pour GRA7, 58°C pour SAGS3, 61°C pour UPRT1 et 56°C pour UPRT7. L'étape
d’élongation finale a été réalisée a 72°C durant 3 min. Ces conditions ont été réalisées avec
un thermocycleur GeneAmpPCR System 2720 (Applied Biosystems).

Les réactions de PCR ont été controlées avec 5 pL de produit PCR lors d’une électrophorése
sur gel d’agarose a 2% a 100V pendant 30 min. L’ADN a été coloré avec du Midori Green
(Dominique Dutscher). Les produits PCR ont ensuite été purifiés sur colonne en utilisant le kit
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Nucleospin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel) en suivant les instructions du fabricant.
Chaque produit PCR a ensuite été séquencé en utilisant le kit BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing (Life technologies) et les mémes amorces que pour la PCR. La méthode de
séquencage utilisée est la méthode SANGER. Les réactions de séquencage ont été faites
dans un volume total de 15 pL contenant 2,5 pL de BigDye, 2,5 pL de tampon BigDye 5X, 4
ML d’amorce et 2 uL de produit PCR purifié. Chaque fragment a été séquencé dans les deux
sens avec les amorces sens et anti-sens. Les réactions de séquencage ont été purifiées par
un systéme de filtration en utilisant Sephadex G-50 Superfine (GE Healthcare). Le
séquencage a été réalisé a l'aide d’un séquenceur automatique (ABI PRISM 3130xI, Applied
Biosystems). Les chromatogrammes ont été corrigés avec le logiciel CodonAligner v.5.1.5
DEMO. Les séquences sens et anti-sens ont été assemblées avec le programme en ligne
emboss MEGAMERGER (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/megamerger). Les
alignements multiples ont ensuite réalisés avec le programme MUSCLE du logiciel MEGA
v5.2.2.

Le choix des amorces a été fait de fagon a encadrer la région d’intérét sans tenir compte de la
structure du gene. Les fragments amplifiés et séquencés dans ce travail comportent donc des
régions de différentes natures et sont représentés dans la figure 10. Les séquences de GRA7
sont les seules a ne présenter que de la région codante et a ne pas entierement contenir la
zone d’intérét. Il manque en effet 18 nucléotides dans la partie 3'. Cela vient de la position
limite de 'amorce en 3’ et du découpage des extrémités lors du nettoyage des séquences. A
'extrémité 5, les séquences GRAG6 contiennent les 3 derniers nucléotides de la région non
traduite, suivis de la région codante incompléte en 3’. Les séquences SAG3 contiennent la
région codante incompléte en 5, suivie par la région non traduite (UTR) incompléte en 3'. Les
séquences UPRT1 comprennent I'intron 1 incomplet suivi par 'exon 2 et l'intron 2 incomplet.
Les séquences UPRT7 sont constituées de l'intron 6 incomplet, suivi par I'exon 7, l'intron 7,
'exon 8 et la région non traduite incompléte en 3’.
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Figure 15 : Structure des genes GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 et UPRT7 et localisation des fragments
amplifiés dans cette étude (ligne continue orange), basée sur la souche de référence ME49. Les régions
codantes sont représentées avec des rectangles pleins bleus, les introns en lignes continues bleues et
les régions UTR en lignes continues grises. Pour chaque géne, I'emplacement des fragments issus de
GenBank et utilisés dans I'étape de sélection des marqueurs (ligne pointillée bleue) et les zones
séquencées dans cette étude (ligne orange) sont indiqués.
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Il.2. Diversité génétique de T. gondii

La connaissance de la diversité génétique d’un parasite peut étre utile pour mieux comprendre
la maladie et par la suite la contréler en mettant en place des stratégies d’intervention
adaptées. En effet la diversité génétique d’'un organisme lui permet de s’adapter a plusieurs
environnements et donc de coloniser diverses niches écologiques. Elle lui permet également
de subsister lors d’'un changement, une diminution de la diversité génétique chez un organisme
augmentant les risques d’extinction. Chez un pathogéne, une telle diversité peut permettre de
contourner les défenses immunitaires de I'hote (Mita and Jombart, 2015). Il est donc important
de connaitre la diversité existante chez un organisme et notamment la diversité intra-
populationnelle afin de comprendre ses variations géographiques. Cette partie présente les
résultats de diversité trouvée au sein de chaque marqueur puis au sein de chaque population.
Les différentes forces évolutives pouvant générer et influencer la diversité génétique sont
d’abord rappelées.

11.2.1. Estimer la diversité génétique

La mutation est une force évolutive qui génére de la variation génétique. Elle se présente sous
diverses formes telles que des mutations ponctuelles dues a des incorporations d’erreurs ou
des insertions-délétions. Plusieurs facteurs (recombinaisons, migration, sélection, dérive
génétique) influencent ensuite cette variation génétique, soit en modifiant les combinaisons
des variations créées par la mutation, soit en agissant sur les fréquences des génotypes.
Plusieurs formes de sélection existent. La sélection directionnelle permet a une mutation
avantageuse d’augmenter en fréquence dans la population tandis que la sélection purifiante
élimine les mutations délétéres. La sélection balancée permet un taux de polymorphisme élevé
a un locus en maintenant plusieurs alléles. Par exemple, pour un parasite, présenter divers
types d’antigénes de surface I'aidera a échapper au systéme immunitaire et augmentera donc
sa survie. Pour des locus différents, certains alleles peuvent étre associés de fagon
préférentielle, il s’agit de la liaison génétique. Si un locus est en liaison génétique avec un
autre qui est sous pression de sélection, il peut subir les mémes effets par le phénoméne
d’auto-stop génétique. Un balayage sélectif se produit lorsqu’il y a une mutation trés
avantageuse a un locus. Sa fréquence augmente alors dans la population jusqu’a la fixation,
entrainant aussi la fixation des alléles des loci qui lui sont liés. Des mutations plus faiblement
avantageuses se trouvant sur d’autres locus peuvent ainsi disparaitre de la population et des
mutations faiblement déléteres mais qui sont liées aux loci sous sélection peuvent se fixer. La
sélection d’arriere-plan correspond au cas inverse c’est a dire a I'élimination de mutations
délétéres, pouvant entrainer la perte de mutations faiblement avantageuses a d’autres locus.
Dans les deux cas, le polymorphisme diminue (Thomas et al., 2010). Tout le génome n’est
donc pas soumis a la méme pression de sélection et il est conseillé d'utiliser des régions
considérées comme neutres ou presque neutres, telles que les substitutions synonymes pour
estimer la diversité génétique. En génétique un site est considéré comme polymorphe s’il
présente au minimum 2 alleles dans une méme population. Ces alléles doivent avoir des
fréquences suffisantes dans la population, ce qui est en général le cas lorsque I'alléle le plus
commun a une fréquence inférieure a 95% (Mita and Jombart, 2015). Les recombinaisons,
notamment au moment de la méiose peuvent créer de nouvelles combinaisons d’alleles et
augmenter la diversité génétique. Cependant, ce processus ne crée de la diversité que si les
deux souches qui subissent la recombinaison sont différentes. La migration est une force qui
a tendance a augmenter la diversité. En effet, une réduction du flux génétique entre deux
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populations augmente le risque de consanguinité. Enfin la variation de taille des populations
peut également influencer la diversité. La dérive génétique qui est responsable de la variation
au hasard des fréquences alléliques peut conduire a la perte de certains alléles et donc
diminuer la diversité. Les populations de petite taille sont plus sensibles a la dérive génétique.

Plusieurs indices peuvent étre utilisés pour estimer la diversité génétique. Ceux utilisés dans
ce travail sont présentés ci-dessous :

le nombre de sites présentant 2 ou plus nucléotides, c’est-a-dire les SNPs, divisé par
le nombre total de sites. Cette mesure est toutefois affectée par la taille de I'échantillon
(Mita and Jombart, 2015).

les distances entre séquences peuvent étre calculées de différentes manieres. Une
distance évolutive est définie comme le nombre moyen de substitutions par site qui
s’est produit depuis leur séparation. Ces distances peuvent étre estimées en calculant
le nombre de différences entre deux séquences. Cependant ce nombre correspond
rarement a la distance évolutive puisque la comparaison de deux séquences ne
permet pas d’avoir accés a toutes les substitutions qui se sont produites mais
seulement a celles qui sont visibles. C’est pour prendre en compte ces événements
évolutifs que les distances entre les séquences sont calculées a I'aide de plusieurs
modeles de substitutions nucléotidiques. Le modele le plus simple, celui de Jukes et
Cantor (JC), propose une évolution indépendante de chaque position du géne et une
probabilité identique pour toutes les substitutions. A partir de ce modele, plusieurs
hypotheéses ont été émises pour le complexifier. Le modele K80 proposé par Kimura
(1980) propose des probabilités différentes selon le type de substitution. Les
transitions et les transversions n’ont pas la méme probabilité de se produire.

La distance de Hamming, elle, correspond au nombre de différences entre deux
séquences, les alleles de chaque locus étant codé de fagon binaire (1=présent,
O=absent) comme illustré ci-dessous :

Locus 1 Locus 2 Locus 3
Alléle 1 Alléle 2 Alléle 1 Alléle 2 Alléle 1 Alléle 2
Seq 1 0 1 1 0 1 0
Seq 2 0 1 0 1 1 0
Dans cet exemple, la distance de Hamming entre les deux séquences est de 2.
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o L’hétérozygotie attendue correspond a la probabilité que deux alléles tirés au hasard
soient différents. Il s’agit donc d’'une mesure applicable a un organisme haploide
comme T. gondii. Elle se calcule avec la formule suivante :

MO

Ou K est le nombre total de loci pris en compte, m(k) le nombre d’alléles au locus k et
fila fréquence allélique de I'alléle i dans la population donnée.

e Larichesse allélique a été calculée comme le nombre total d’alléles présents dans la
population.

e Larichesse haplotypique a été calculée comme le nombre d’haplotypes présents dans
une population divisée par le nombre d’individus. Un haplotype a été défini comme une
combinaison d’alleles pour les cinqg marqueurs bien que ceux-ci se répartissent sur
quatre chromosomes différents.

11.2.2. Calcul de la diversité génétique des populations de T. gondii
1.2.2.1. Détermination du polymorphisme par marqueur
Pour chaque population et chaque marqueur, le nombre de SNPs a été calculé en utilisant le

package adegenet du logiciel R 3.0.2 et les indels ont été relevés.

Le nombre d’haplotypes par marqueur et leur fréquence ont été déterminés avec le package
pegas du logiciel R 3.0.2. Les distances entre les séquences prises deux a deux ont été
calculées, a I'aide du modéle d’évolution de séquences K80 avec le package pegas du logiciel
R 3.0.2.

1.2.2.2. Détermination de la diversité génétique intra-populationnelle

Dans chaque population, la diversité génétique a été calculée a partir des sites extraits avec
4 indices aprés concaténation des 5 marqueurs : I'hétérozygotie attendue (Hs), les moyennes
de la distance de Hamming, la richesse allélique et la diversité haplotypique.
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11.2.3. Résultats
1.2.3.1. Les sites polymorphes au sein des marqueurs

Le séquengage a permis de mettre en évidence deux types de polymorphisme : les SNPs et
les indels (insertions-délétions). Les 5 fragments de génes représentent un total de 3153 bp
comportant 140 SNPs. Sur 'ensemble des populations, 26, 30, 27, 32 et 25 SNPs ont été
identifiés dans GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 et UPRT7, respectivement (Tableau 3). En tenant
compte de la longueur des différents fragments, la diversité estimée a partir de ce nombre de
SNPs est similaire pour GRA6 (~0,043), SAG3 (~0,042), et GRA7 (~0,044). UPRT1 a le plus
fort taux de diversité (~0,055) et UPRT7 le plus faible (0,038). Les indels présents étaient les
suivants :
e Pour GRAG, une insertion de 3 nucléotides GAT en position 268-270 pour les souches
GUY03, MINO4-MIN12, PENO7-PEN09
e Pour GRA7, une délétion de 3 nucléotides AAG en position 273-275 pour les souches
CARO03, CHI02, CHI04-CHI14, MINO4-MINO9, MIN11, MIN12, PENO5, et PENO7-
PENO9.
e Pour UPRTT1, uneinsertion d’un nucléotide A en position 247 pour les souches BRS01-
BRS02, BRS10, BRS12, GUY10, et GUY 11
e Pour UPRT7, une insertion de 5 nucléotides en position 463-467 pour la souche
GUY11
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Tableau 3 : Polymorphisme et composition des 13 populations.

Population Nombre Nombre de SNPs Total  Diversité Hs' Distance de  Richesse
de SNPs  Haplotypique” Hamming allélique *
souches

GRA6 GRA7 SAG3 UPRT1 UPRT7

Europe
Autriche 10 0 0 1 0 0 1 0.200 0.001 0.400 141
France 12 9 14 15 0 0 38 0.333 0.043 13.303 178
Portugal 12 8 14 15 0 0 37 0.250 0.131  40.090 177
Asie
Turquie 13 6 9 15 9 2 41 0.272 0.050 15.636 181
Chine 14 10 20 10 12 8 60 0.357 0.090 27.164 200
Afrique
Ethiopie 11 8 14 15 0 0 37 0.230 0.067 20.615 177
Gabon 14 9 19 0 9 2 39 0.357 0.134 40.637 179
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Population Nombre Nombre de SNPs Total  Diversité Hs' Distance de  Richesse
de SNPs  Haplotypique” Hamming allélique *
souches

GRA6 GRA7 SAG3 UPRT1 UPRT7
Amérique du
Nord
Minnesota 12 16 15 15 0 1 47 0.583 0.088 26.939 187
Pennsylvanie 12 15 21 15 0 0 51 0.500 0.111  33.969 191
Amérique du Sud
Plateau des 17 19 15 18 18 20 90 1.000 0.133 39.588 231
Guyanes
Brésil Nord-Est 12 10 22 4 13 10 59 0.416 0.119 36.515 199
Brésil Sud-Est 15 13 22 2 18 10 65 0.666 0.166 49.866 205
Caraibes 14 14 24 18 7 2 65 0.785 0.128 38.703 205
Total 168 26 30 27 32 25 140
*: Diversité haplotypique = nombre d’haplotypes / nombre d’isolats
T: Hs = Hétérozygotie attendue
I: Richesse allélique = Nombre d’alléles
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UPRT7 se distingue des autres marqueurs par un nombre élevé d’haplotypes. Il présente en
effet 25 haplotypes tandis que GRA6, GRA7, SAG3 et UPRT1 en ont respectivement 15, 15,
14 et 16 (Figure 16). Le fragment UPRT7 a ainsi le plus petit nombre de SNPs mais le plus
grand nombre d’haplotypes. La distribution des haplotypes differe entre UPRT1 et UPRT7d'un
coté et GRA6, GRA7 et SAG3 de l'autre. Pour UPRT1 et UPRT7, un haplotype majoritaire
présente une fréquence trés élevée. L’observation des données montre qu’effectivement, pour
ces deux fragments, I'haplotype majoritaire se trouve dans toutes les populations a I'exception
de la Guyane et du Sud-Est du Brésil. En outre, toutes les souches d’Europe, d’Ethiopie et
d’Amérique du Nord ont I'haplotype majoritaire d’UPRT1 et UPRT7 (seule 1 souche du
Minnesota, MINO4, differe au niveau d’'un seul SNP de I'haplotype maijoritaire d’UPRT7). La
situation est différente pour GRA6, GRA7 et SAG3 pour lesquels les haplotypes majoritaires
présentent une fréquence moins élevée (Figure 16).
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Figure 16 : Nombre et fréquences des haplotypes pour GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 et UPRT7.
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Les distances génétiques parmi les haplotypes montrent le méme contraste entre les
marqueurs GRA6, GRA7 et SAG3d’un coté et UPRT1 et UPRT7 de l'autre. Les distances K80
sont en effet plus dispersées pour les 3 premiers marqueurs (Figure 17)

GRA8 GRA7

Frequency

5 10 15 20 25

0
Frequency
0 5

T f T T T 1 O IR SRR D T T 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.000 0.005 0010 0015 0.020 0.025 0030

K80 distance K80 distance

SAG3 UPRT1

ol | T SERUE

T I‘ ‘I..,! T I,,‘I' T T T T T T 1
0000 0005 0010 0015 0020 0025 0030 0000 0005 0010 0015 0020 0025 0030

Frequency
Frequency

K30 distance K80 distance

UPRT7

120

Frequency

0 20 40 60 80

T T T T T T 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030

K80 distance

Figure 17 : Distributions des distances K80 deux a deux pour GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 et UPRT7.
1.2.3.2. Les diversités génétiques des populations

Les souches d’Amérique du Sud présentent un nombre de SNPs variant entre 59 pour la
population du Nord-Est du Brésil et 90 pour celle du plateau des Guyanes (Tableau 3). La
population de Chine présente un polymorphisme assez semblable avec 60 SNPs. Le
polymorphisme est moins élevé en Europe, en Turquie et en Afriqgue avec un nombre de SNPs
qui varie entre 1 et 41, tandis que [I'Amérique du Nord présente un polymorphisme
intermédiaire, le nombre de SNPs variant entre 47 et 51 (Tableau 3).

La concaténation des données a permis d’identifier 60 haplotypes. Le nombre d’haplotypes
varie de 4 en Europe a 32 en Amérique du Sud (Figure 18). Aucun haplotype n’est partagé
entre 'Amérique du Sud et 'Amérique du Nord. Les Caraibes qui occupent une position
centrale entre ces deux régions partagent seulement 2 haplotypes avec 'Amérique du Nord,
plus particulierement avec la population de Pennsylvanie et 1 haplotype avec ’Amérique du
Sud.
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Figure 18 : Nombre et fréquences des haplotypes présents en Asie, dans les Caraibes, en
Europe, en Afrique, en Amérique du Nord et en Amérique du Sud.

Les diversités haplotypiques sont plus élevées en Amérique du Sud, avec une valeur maximale
(1) dans le plateau des Guyanes ou tous les haplotypes présents sont différents. Le Brésil du
Nord-Est présente une valeur un peu plus faible (0,416). Ces diversités sont plus faibles en
Europe, Asie et Afrique avec des valeurs s’étalant de 0,2 a 0,357. L’Amérique du Nord
présente des valeurs intermédiaires. La richesse allélique montre globalement les mémes
résultats. Cependant la moyenne des distances de Hamming et I'hétérozygotie attendue
different. Avec ces indices, I’Amérique du Sud fait toujours partie des populations les plus
diversifiées mais, c’est le Brésil du Sud-Est qui montre la diversité la plus élevée. De plus, le
Portugal et le Gabon montrent des diversités similaires a celles de ’Amérique du Sud.
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11.2.4. Discussion
1.2.4.1. Polymorphisme et nature des marqueurs

Dans cette étude, il existe deux types de genes avec apparemment des histoires évolutives
différentes : des fragments d’'un géne de ménage (UPRT) et des génes codant pour des
antigénes de granule dense et de surface (GRA6, GRA7 et SAG3). Le nombre de SNPs ne
semble pas différent entre ces deux types de marqueurs. En effet, les fragments d’UPRT
présentent a la fois le plus petit (UPRT?7) et le plus grand nombre de SNPs (UPRT1). Une
autre étude a comparé des génes de ménage et ceux codant pour des antigenes (différents
de ceux de ce travail) et montré que la variation entre les marqueurs était tres faible et n’était
donc pas structurée selon ces deux groupes, bien que les introns de génes de ménage
apparaissent plus informatifs que les séquences codant pour des antigenes (Lehmann et al.,
2000). En terme de SNPs il n’'y a donc pas une grande différence entre les marqueurs, mais
la distribution de leurs haplotypes n’est pas la méme. L’analyse des haplotypes par marqueur
révele qu’ UPRT1 et UPRT7 possedent un haplotype fortement majoritaire. Ceci suggére que
cet haplotype s’est plus largement répandu dans les populations que les autres. Les mutations
présentes dans ces deux marqueurs se situent en grande majorité dans des régions non-
codantes, a priori neutres du point de vue évolutif. Il est donc peu probable que ces haplotypes
se soient répandus aussi largement parce qu’ils procuraient un avantage sélectif dans les
populations concernées. Cependant, ces introns peuvent étre associés a des exons
présentant des mutations avantageuses et peuvent donc étre soumis aux mémes pressions
de sélection par le phénoméne d’auto-stop. Si cela a été le cas, ce balayage sélectif n’a pas
concerné toutes les populations. En effet, les populations du Brésil du Sud-Est et plus
particulierement de Guyane présentent un nombre beaucoup plus élevé d’haplotypes pour ces
deux marqueurs, avec par exemple 16 haplotypes pour UPRT7 en Guyane sur un total de 17
souches. Les distributions des haplotypes et des distances génétiques entre séquences
semblent plus équilibrées pour GRA6, GRA7 et SAG3. Bien que ce ne soit pas le cas dans
toutes les populations (celle d’Autriche est trés homogéne pour tous les marqueurs), le
maintien de différents haplotypes a des fréquences plus équilibrées peut suggérer un
avantage a maintenir une certaine diversité pour ces marqueurs. Il a été suggéré que les
variations dans la protéine de GRA6 pourraient jouer un rble important dans la survie du
parasite (Fazaeli et al., 2000). De plus GRA6, GRA7 et SAG3 sont des antigénes, ils sont donc
reconnus par le systéme immunitaire de I'héte. Le maintien d’'une certaine diversité dans ces
génes peut permettre au pathogéne de contourner les défenses immunitaires de I'héte (Mita
and Jombart, 2015). Ces deux types de marqueurs semblent donc évoluer de maniere
différente. Il est donc possible que les modéles d’évolution a appliquer ne soient pas les
mémes et qu'il faille donc analyser les différents types de marqueurs de fagcon indépendante.

11.2.4.2. Diversité intra-populationnelle et divergence entre les indices de diversité
génétique

La distribution des haplotypes peut permettire de faire des hypothéses sur les potentielles
relations entre les différentes régions du globe. L’absence d’haplotypes partagés entre
I’Amérique du Nord et 'Europe d’un cbté et 'Amérique du Sud de l'autre suggére que peu
d’échanges se sont produits entre 'Amérique du Sud et ces deux régions de I’hémisphére
Nord. Au contraire, 'Amérique du Sud possede des haplotypes communs avec I'Afrique ce qui
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indiquerait la présence d’échanges entre ces deux parties du monde, comme cela a déja été
suggéré (Mercier et al., 2010).

Globalement une forte diversité est trouvée dans les populations d’Amérique du Sud, résultat
cohérent avec plusieurs études (Ajzenberg et al., 2004; Khan et al., 2007; Lehmann et al.,
2006; Su et al.,, 2012). Cependant, le détail des valeurs des quatre indices de diversité
génétique montrent que certains sont divergents entre eux. La structure de population de T.
gondii peut expliquer ces différences. Dans certaines régions, T. gondii se propage surtout de
facon clonale, tandis que dans d’autres régions, les recombinaisons entre des souches
différentes sont plus probables. Dans une population présentant seulement 2 haplotypes avec
des fréquences similaires, la richesse haplotypique sera faible. L’hétérozygotie attendue sera
elle plus élevée puisque la fréquence de chaque alleéle sera proche ou égale a 50%. C’est le
cas pour la population du Portugal pour de nombreux locus dans les marqueurs GRA6, GRA7
et SAG3 et pour la population du Gabon dans les marqueurs GRA6, GRA7, UPRT1 et UPRTY.
Ainsi la propagation clonale d’'un faible nombre d’haplotypes assez différents et présentant
une fréquence similaire dans la population augmente artificiellement I'estimation de la diversité
génétique avec I'hétérozygotie attendue. La distance de Hamming semble également étre
augmentée par la présence d’haplotypes tres différents.

Ces résultats montrent que tous les indices de diversité ne sont pas équivalents et qu'il est
important de choisir le plus approprié a I'organisme étudié.

I1.3. Phylogénie
11.3.1. Les phylogénies moléculaires

Les arbres phylogénétiques sont utilisés dans plusieurs branches de la biologie. lls
représentent les relations de parenté entre espéces mais ils peuvent aussi, entre autres,
décrire les histoires des populations et fournir des indices sur les dynamiques évolutives et
épidémiologiques des pathogénes. Les arbres phylogénétiques peuvent étre générés a partir
de deux grands types de données biologiques : les caractéres discrets et les mesures de
distances (Yang and Rannala, 2012).

11.3.1.1. Les méthodes basées sur les mesures de distances

La premiére étape des méthodes basées sur les distances est de calculer une matrice qui
regroupe les distances évolutives entre chaque paire de séquences. C’est cette matrice qui
est utilisée par la suite pour la reconstruction de I'arbre phylogénétique. Plusieurs méthodes
ont été mises au point afin d’inférer un arbre a partir d’'une matrice de distance dont :

- La méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) : elle
procede par agglomérations successives de séquences ou groupes de séquences. Elle
consiste a grouper les séquences qui présentent la plus petite distance dans la matrice,
puis a évaluer la nouvelle distance entre le groupe nouvellement formé et le reste des
taxons. Cette méthode aboutit a la construction de phénogrammes, c’est-a-dire
d’arbres ultramétriques, obéissant a I'horloge moléculaire qui fait I'hnypothése que les
taxons évoluent a la méme vitesse (Thomas et al., 2010). Cependant, cette hypothese
est souvent contredite, et la méthode UPGMA n’est presque plus utilisée.

- La méthode Neighbor-Joining (NJ) (Saitou and Nei, 1987) procéde par agglomération
successive de paires de taxons a partir d’'un arbre en étoile. Le regroupement de 2
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taxons génére un nouveau nceud qui les représente et les remplace dans la matrice
(Gascuel, 1997) (Figure 19). Le choix des nceuds a agglomérer est fait suivant le
principe du minimum d’évolution qui consiste a sélectionner I'arbre avec les plus petites
longueurs de branches (Yang and Rannala, 2012). Cette méthode permet de prendre
en compte des vitesses d’évolution différentes entre taxons et s’affranchit donc de
'hypothése de 'horloge moléculaire (Thomas et al., 2010). Il s’agit de la méthode de
distance la plus largement utilisée.

Agglomération des
taxonslet2

Figure 19 : Principe de I'agglomération du Neighbor-Joining. L’algorithme commence avec un arbre en
étoile et agglomeére une paire de taxons.

Source : Adapté de Yang and Rannala (2012)

La méthode BioNJ est une amélioration de NJ qui prend en compte les variances et

les covariances des distances évolutives. |l donne de meilleurs résultats que NJ, en
particulier lorsque les taux de substitutions sont élevés et varient entre les lignées
(Gascuel, 1997).

La méthode FastMe réalise I'algorithme du minimum d’évolution de (Desper and

Gascuel, 2002). Par rapport a NJ, il ne produit que des arbres avec des longueurs de
branches positives et est plus rapide (Desper and Gascuel, 2004)
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1.3.1.2. Les méthodes basées sur les caractéres discrets

Les méthodes d’inférence phylogénétique basées sur les caractéres incluent la méthode du
maximum de parcimonie et les approches probabilistes (Maximum de vraisemblance et
approche bayésienne).

Le principe de maximum de parcimonie repose sur une double optimisation. La
premiére consiste a choisir pour chaque caractére l'arbre qui minimise les
changements d’état. Cette approche nécessite de reconstruire les états de caractéres
aux nceuds de l'arbre. Seuls les caractéres informatifs sont utilisés c’est-a-dire qu’au
moins deux états doivent étre présents chez les taxons utilisés et ces deux états
doivent étre présents dans au moins deux taxons. La deuxiéme optimisation consiste
a choisir la topologie qui minimise le nombre de changements pour 'ensemble des
caracteres.

Les méthodes probabilistes s’appuient sur des modéles explicites d’évolution de
séquences et sur le concept de vraisemblance qui peut s’écrire selon la formule : Lx =
Pr(X|H) qui représente la probabilité conditionnelle d’observer les données X selon
I'hypothése H. Afin de décrire I'évolution biologique des séquences de la fagon la plus
réaliste possible, les modéles peuvent incorporer plusieurs parametres. lls sont donc
plus ou moins complexes. Les principaux modéles existants et les paramétres pouvant
étre pris en compte sont représentés dans la figure 20. Les méthodes probabilistes
permettent d’estimer les valeurs de ces paramétres durant I'analyse (Delsuc and
Douzery, 2004). Selon le modeéle utilisé, les fréquences en A, C, G et T seront égales
ou propres a chaque nucléotide. Les taux de substitutions peuvent également étre
€gaux entre tous les types de substitutions, ou bien prendre en compte la différence
entre transversions et transitions ou autoriser des taux différents pour tous les types.
Une des hypothéses de base de certains modeles est que le taux de substitutions ne
change pas entre les sites. L’incorporation d’'une distribution gamma (") qui décrit
I'hétérogénéité entre les différents sites permet d’envisager des taux de substitutions
différents entre les sites. Enfin, les modeles peuvent également prendre en compte
une fraction de sites invariables (1). Il est important de choisir le modeéle qui est le mieux
adapté au jeu de données. La sélection de ce modéle peut s’effectuer selon le critere
d’'information d’Akaike ou AIC (Akaike Information Criterion) (Delsuc and Douzery,
2004).
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Figure 20 : Composition de quelques modeéles d’évolution de séquences nucléotidiques.
Source : Delsuc and Douzery (2004). Avec I'autorisation de Frédéric Delsuc.

Parmi ces méthodes probabilistes, le maximum de vraisemblance cherche a maximiser la
vraisemblance. L’arbre sélectionné sera donc celui qui présente la plus forte probabilité d’avoir
conduit aux données. L’approche bayésienne differe du maximum de vraisemblance en
utilisant un concept différent des probabilités (Delsuc and Douzery, 2004). Elle donne des
probabilités aux paramétres a priori. Elle calcule ensuite les probabilités a posteriori en
combinant les probabilités a priori et la vraisemblance. La différence avec le maximum de
vraisemblance est qu’il n'y aura pas forcément un seul arbre qui sera sélectionné puisque
'approche bayésienne travaille avec des distributions de probabilités. Une méthode
d’échantillonnage des arbres puis la construction d’'un consensus majoritaire qui indique le
pourcentage de fois ou un nceud est majoritairement retrouvé dans I'ensemble des arbres
échantillonnés, sont alors réalisées.

Les méthodes de distance présentent 'avantage d’étre rapide, car elles n’ont pas a comparer
autant d’arbres sous un critére d’optimalité que les méthodes probabilistes par exemple. Elles
sont donc utiles pour analyser de larges jeux de données (Yang and Rannala, 2012). De plus
les topologies inférées a I'aide de ces méthodes sont en général correctes pour des séquences
qui divergent faiblement (Thomas et al., 2010). Cependant, lorsque la divergence entre
séquences augmente, ces méthodes sont moins performantes. Elles sont également sensibles
aux gaps (Yang and Rannala, 2012). Leur utilité réside également dans le fait que beaucoup
de méthodes probabilistes démarrent leur processus a partir d'un arbre de départ et
'améliorent. Cet arbre est souvent généré a partir d’'une méthode de distance (Thomas et al.,
2010). L’'un des principaux inconvénients du maximum de parcimonie est I'impossibilité d’y
incorporer un modéle d’évolution de séquences. Il n’est pas possible par exemple de prendre
en compte les substitutions multiples a un méme site. Cette méthode est particulierement
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sensible a l'attraction des longues branches qui attirent les taxons présentant de longues
branches I'un vers l'autre, sans que cela refléte leur véritable relation de parenté. Un autre
phénoméne qui a tendance a regrouper des taxons alors que ce ne sont pas les plus
apparentés, est le biais de composition en bases. La composition en base n’est pas forcément
équilibrée et deux taxons qui présentent le méme déséquilibre risquent d’étre groupés
ensemble alors qu’ils ne sont pas apparentés. L’avantage des méthodes probabilistes est leur
utilisation de modéles d’évolution explicites dont les paramétres peuvent étre évalués. Le
temps de calcul de ces méthodes peut cependant étre important selon le jeu de données et le
modele utilisé (Yang and Rannala, 2012).

I1.3.2. Phylogénie de T. gondii
1.3.2.1. Choix du groupe externe

Afin de donner un sens évolutif a I'arbre phylogénétique, il faut 'enraciner. On peut réaliser
I'enracinement en incluant un groupe externe au groupe étudié. |l ne doit pas étre trop éloigné
du groupe étudié afin de permettre de détecter les homologies et donc de comparer.
Cependant s’il est trop proche, il peut aussi biaiser I'analyse. La racine de I'arbre se place alors
sur le lien qui connecte le groupe étudié au groupe externe. Dans cette étude, une souche
d’Hammondia hammondi a été choisie pour enraciner I'arbre. Il s’agit d’'une espéce différente
qui n'est donc pas incluse dans le groupe étudié mais c’est le parasite le plus proche de T.
gondii. Les séquences de la souche H.H.34 d’'H. hammondi correspondant aux séquences
GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 et UPRT7 de T. gondii ont été trouvées a partir de GenBank et
de ToxoDB. Elles ont été alignées avec le jeu de données en utilisant MUSCLE du logiciel
MEGA v5.2.2.

I1.3.2.2. Analyses exploratoires : méthodes de distance

Ces analyses ont été effectuées sur I'ensemble du jeu de données. Les haplotypes ont été
extraits a I'aide des packages pegas et ape du logiciel R. Les arbres phylogénétiques ont
ensuite été reconstruits avec 3 méthodes de distance : le NJ, le BioNJ et FastMe. Les
distances ont été calculées avec le modele Tamura-Nei (1993) qui prend en compte deux taux
différents pour les deux types de transitions (A<—~G et CoT), plus un taux pour les
transversions. Mille bootstraps ont été réalisés.

11.3.2.3. Phylogénie : méthode de Maximum de vraisemblance

Les analyses précédentes (11.2.3.1 et 11.2.4.1) sur la diversité au sein des marqueurs a mis en
évidence que les différentes régions étudiées (géne de ménage/antigeénes et régions
codantes/régions non-codantes) ne présentaient pas les mémes caractéristiques. Afin de
reconstruire la phylogénie le jeu de données a donc été divisé en 4 : les régions codantes vs
non-codantes d’'un coté, GRA6, GRA7, SAG3 vs UPRT1 et UPRT7 de l'autre.

Les analyses phylogénétiques en maximum de vraisemblance ont été réalisées avec le
package phangorn de R. Pour chaque arbre généré avec une méthode de distance (NJ, BioN;j
et FastME), les fréquences des bases, les taux de toutes les substitutions possibles, la
distribution Gamma, la proportion de sites invariables et la topologie de l'arbre ont été
optimisés (m1). A partir de chacun de ces modeles, trois autres (m2, m3 et m4) ont été générés
en optimisant différents paramétres pour chaque partition. Le modéle m2 optimisait la
topologie et la longueur de branches. Le modele m3 optimisait le taux de substitutions, la forme
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de la distribution Gamma et la proportion de sites invariables. Le modeéle m4 optimisait la forme
de la distribution Gamma, la proportion de sites invariables, la topologie et la longueur de
branches. Les différents modeles ont ensuite été comparés sur la base de leur AIC, le modéle
présentant le plus faible AIC étant considéré comme le meilleur. Pour chaque partition de
données un arbre phylogénétique a été construit en utilisant le modéle choisi.

11.3.2.4. Consensus des arbres

A partir des quatre arbres précédents générés avec la méthode de maximum de
vraisemblance, un arbre consensus a été construit a I'aide du package ape du logiciel R
(Felsenstein, 2004).

11.3.3. Résultats
11.3.3.1. Les arbres de distances

Les résultats des analyses exploratoires sont présentés dans la figure 21 pour I'arbre construit
en NJ, dans la figure 22 pour I'arbre construit en BioNJ et dans la figure 23 pour I'arbre construit
en FastME.

Les arbres construits avec ces 3 méthodes ne sont pas identiques entre eux ce qui ne permet
pas de conclure avec ces méthodes. De plus, dans les 3 phylogénies, peu d’embranchements
sont vraiment bien soutenus, c’est-a-dire avec des bootstraps > 90%. Cependant, il est
possible de dégager quelques groupes bien soutenus et de les comparer entre les arbres.

Dans les 3 phylogénies, a partir du groupe externe, deux grands groupes divergent. Les arbres
construits avec NJ et BioNJ sont en accord sur cette division : un groupe composé de toutes
les souches guyanaises a I'exception de GUY03, de quelques souches du Brésil, de quelques
souches du Gabon (GAB07-GAB10, GAB12-14) et d’'une souche de Turquie (TUR11) diverge
d’'un deuxiéme groupe rassemblant toutes les autres souches. Cette division n’est pas
soutenue dans I'arbre construit avec FastME. Cet arbre supporte plutét une divergence entre
un premier groupe composé exclusivement de souches chinoises (CHI04-CHI14) et un
deuxieme groupe composé de toutes les autres souches. Dans ce dernier groupe, un sous-
ensemble diverge composé majoritairement de souches guyanaises. Cependant ce noeud
n'est pas vraiment bien soutenu (<80%). Le groupe composé de souches chinoises se
retrouve bien supporté dans les deux autres phylogénies bien qu’il ne soit pas a la méme
place. Un autre regroupement est relativement bien supporté dans I'ensemble des
phylogénies (cercle rouge sur les figures 21, 22 et 23) : il se compose de I'haplotype C qui est
commun a des souches d’origine géographiques variées (1 des Caraibes, 1 d’'Asie, 2
d’Ethiopie, 4 du Gabon, 2 de Pennsylvanie, 1 e France et 6 du Portugal) et des souches
BRNO03, GAB05, GAB06 et MINO2. Un autre groupe (cercle bleu sur les figures 21, 22 et 23),
composé de CARO04, GUYO03 et de la plupart des souches d’Europe, d’Amérique du Nord,
d’Ethiopie et de Turquie, est bien supporté dans les 3 phylogénies mais avec quelques
incertitudes sur la position relatives de certaines souches en particulier GUY03 et CARO04.
Dans ce groupe, l'insertion GAT dans GRA6 pour les souches GUY03, MIN04-MIN12 et
PENO7-PENO09 est aussi présente dans H. hammondi.
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Figure 21 : Arbre NJ enraciné avec Hammondia hammondi. Pour la visibilité de la figure, les séquences
identiques des haplotypes A, B et C n'ont pas été représentées. Haplotype A : AUS01-07, AUSO09,
AUS10, ETH03-08, ETH10-13, FRA08-10, POR08, POR09, POR11, TUR02, TUR04, TUR07, TUROS,

TUR10 ; Haplotype B : AUS08, ETH09, FRA02-07, FRA12,

PENO02-04, POR07, POR10, POR12,

TURO1, TURO03, TUR05, TUR06, TUR09, Haplotype C: CAR07, CHIO1, ETHO1, ETHO02, FRAO1,
GABO01-04, PENO1, PEN12, PORO01-06. Les ellipses bleues et rouges représentent deux groupes

relativement bien supportés dans I'ensemble des phylogénies.
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Figure 22 : Arbre BioNJ enraciné avec Hammondia hammondi. Pour la visibilit¢ de la figure, les
séquences identiques des haplotypes A, B et C n'ont pas été représentées. Haplotype A : AUS01-07,
AUS09, AUS10, ETH03-08, ETH10-13, FRA08-10, POR08, POR09, POR11, TUR02, TUR04, TURO7,
TURO08, TUR10 ; Haplotype B : AUS08, ETH09, FRA02-07, FRA12, PEN02-04, POR07, POR10,
POR12, TURO1, TUR03, TUR05, TUR06, TURO09, Haplotype C : CAR07, CHIO1, ETHO1, ETHO2,
FRAO1, GAB01-04, PENO1, PEN12, POR01-06. Les ellipses bleues et rouges représentent deux
groupes relativement bien supportés dans 'ensemble des phylogénies.
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Figure 23 : Arbre en FastMe enraciné avec Hammondia hammondi. Pour la visibilité de la figure, les
séquences identiques des haplotypes A, B et C n'ont pas été représentées. Haplotype A : AUS01-07,
AUS09, AUS10, ETH03-08, ETH10-13, FRA08-10, POR08, POR09, POR11, TUR02, TUR04, TURO07,
TURO08, TUR10 ; Haplotype B : AUS08, ETH09, FRA02-07, FRA12, PEN02-04, POR07, POR10,
POR12, TURO1, TUR03, TUR05, TUR06, TUR09, Haplotype C: CAR07, CHIO1, ETHO1, ETHO2,
FRAO1, GAB01-04, PENO1, PEN12, PORO01-06. Les ellipses bleues et rouges représentent deux
groupes relativement bien supportés dans I'ensemble des phylogénies.
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11.3.3.2. Les arbres en maximum de vraisemblance

Les valeurs des AIC pour les différents modeéles sont :

Arbre initial : NJ

Modéles m 1 m 2 m 3 m 4

AlIC 17587,2 17393,27 17553,12 17382,38
Arbre initial : BioNJ

Modéles m 1 m 2 m 3 m 4

AlIC 17585,07 17391,1 17551,05 17382,8
Arbre initial : FastME :

Modéles m 1 m 2 m 3 m 4

AlIC 17518,33 17400,69 17483,77 17388

Sur la base du critéere d’AlIC, le modéle choisi pour construire les arbres en maximum de
vraisemblance est le modéle m4 optimisant la forme de la distribution Gamma (), la proportion
de sites invariables (l), la topologie et les longueurs des branches. Ce modéle correspond a
un modéle GTR + I + |, avec des paramétres pouvant varier entre les différentes partitions.
L’arbre initial est I'arbre construit en NJ. Les 4 arbres construits a partir des 4 partitions sont
présentés dans les figures 24 a 27. Les deux arbres construits sur les régions non-codantes
de GRA6, GRA7 et SAG3 et sur les régions codantes ' UPRT1 et UPRT7 sont peu résolus et
montrent de larges multifurcations. On peut noter cependant que malgré le peu de résolution
de ces arbres, celui sur les régions non-codantes de GRA6, GRA7 et SAG3 permet de
retrouver 2 groupes déja identifies dans les arbres de distance : le groupe des souches
chinoises ainsi que le groupe constitué de GUY03, CAR04 et de la plupart des souches
d’'Europe, d’Amérique du Nord, d’Ethiopie et de Turquie. Ces deux groupes sont également
bien différenciés par les exons de GRA6, GRA7 et SAG3. Sur les régions non-codantes
d’UPRT1 et dUPRT7, le groupe des souches chinoises est aussi bien formé. Cependant,
l'autre groupe est mélangé avec d’autres souches et les relations a l'intérieur du groupe sont
peu résolues. GUY03 semble étre la souche la plus différente dans ce groupe. Les 2 arbres
les plus résolus semblent soutenir une position basale des souches d’Amérique du Sud.
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Exons GRAG, GRA7 et SAG3
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Figure 24 : Arbre Maximum de Vraisemblance sur les régions codantes
GRA6, GRA7 et SAGS3, enraciné avec Hammondia hammondi.
Haplotype A: AUS01-07, AUS09, AUS10, ETH03-08, ETH10-13,
FRA08-10, POR08, POR09, POR11, TUR02, TUR04, TUR07, TUROS,
TUR10 ; Haplotype B : AUS08, ETH09, FRA02-07, FRA12, PEN02-04,
PORO07, POR10, POR12, TURO1, TUR03, TUR05, TUR06, TURO9,
Haplotype C: CARO07, CHIO1, ETHO1, ETHO02, FRAO1, GABO01-04,
PENO1, PEN12, POR01-06
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Figure 25 : Arbre Maximum de vraisemblance sur les régions non-codantes de
GRAG6, GRA7 et SAG3, enraciné avec Hammondia hammondi. Haplotype A :
AUS01-07, AUS09, AUS10, ETH03-08, ETH10-13, FRA08-10, POR08, POR09,
POR11, TURO2, TUR04, TUR07, TUR08, TUR10 ; Haplotype B : AUS08,
ETHO09, FRA02-07, FRA12, PEN02-04, POR07, POR10, POR12, TURO1,
TURO03, TURO5, TUR06, TURO09, Haplotype C : CAR07, CHIO1, ETHO1, ETHO2,
FRAO1, GAB01-04, PENO1, PEN12, POR01-06
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Exons UPRT{1 et UPRT7

Figure 26 : Arbre Maximum de Vraisemblance sur les régions codantes
d’UPRTT1 et 7, enraciné avec Hammondia hammondi. Haplotype A : AUS01-
07, AUS09, AUS10, ETHO03-08, ETH10-13, FRA08-10, POR08, PORO09,
POR11, TUR02, TUR04, TURO7, TURO8, TUR10 ; Haplotype B : AUSO08,
ETH09, FRA02-07, FRA12, PEN02-04, POR07, POR10, POR12, TURO1,
TURO03, TURO5, TURO6, TURO09, Haplotype C: CAR07, CHIO1, ETHO1,
ETHO02, FRA01, GAB01-04, PENO1, PEN12, PORO01-06.
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Figure 27 : Arbre Maximum de Vraisemblance sur les régions non-
codantes d'UPRT1 et 7, enraciné avec Hammondia hammondi.
Haplotype A : AUS01-07, AUS09, AUS10, ETH03-08, ETH10-13,
FRA08-10, POR08, POR09, POR11, TURO02, TUR04, TURO07,
TURO08, TUR10 ; Haplotype B : AUS08, ETH09, FRA02-07, FRA12,
PENO02-04, POR07, POR10, POR12, TURO01, TURO03, TURO05,
TURO6, TURO09, Haplotype C: CARO07, CHIO1, ETHO1, ETHO2,
FRAO1, GAB01-04, PENO1, PEN12, POR01-06
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11.3.3.3. Le consensus

Le consensus des arbres montre une multifurcation a la base de I'arbre. Elle contient 35 des
44 souches d’Amérique du Sud, 12 souches de Chine, et 7 souches d’Afrique (Figure 28).
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Figure 28 : Consensus des 4 arbres correspondants aux partitions suivantes régions codantes/ régions
non-codantes, GRA6, GRA7, SAG3 / UPRT1, UPRT7. Les noms en bleu représentent des souches
d’Amérique du Sud.

11.3.4. Discussion

Les analyses phylogénétiques ne permettent pas de décrire avec précision les relations de
parenté entre les différentes souches de T. gondii. En effet, les différents arbres reconstruits
ne sont pas cohérents entre eux, que ce soit les arbres construits a partir du jeu de données
complet mais avec des méthodes différentes (NJ, BioNJ, FastME et ML) ou les arbres
construits avec la méme méthode mais sur des jeux de donnees différents. Cependant, la
consistance de certains groupes dans les différents arbres bien que leur localisation précise
ne soit pas déterminée dans la phylogénie, permet de noter quelques tendances. Ainsi la
plupart des souches de Guyane semblent se regrouper entre elles, ce qui est aussi le cas pour
la plupart des souches chinoises et européennes. Les phylogénies semblent confirmer que
peu d’échanges se produisent entre 'Amérique du Sud et 'Amérique du Nord. Cependant, le
rapprochement d’'une souche de Guyane, isolée a partir d’'un jaguar (GUY03) avec des
souches d’Amérique du Nord suggeérent que bien que rares, des échanges semblent avoir lieu.
La présence de souches Africaines dans des groupes composés en particulier de souches
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sud-américaines semble aussi confirmer des échanges entre ces deux continents. Cependant,
il s’agit exclusivement de souches du Gabon, les souches de I'Ethiopie n’ayant aucun
haplotype commun avec les souches sud-américaines. Les échanges entre '’Amérique du Sud
et ’Afrique concerneraient ainsi surtout la partie Ouest de I'Afrique. Il existe quelques souches
du Gabon qui semblent étre plus proches des souches d’Europe et d’Ethiopie. La partie Est
de I'Afrique serait elle, plus susceptible d’échanger avec I'Eurasie. La Turquie semble
également présenter une certaines diversité dans ces échanges avec les autres zones. En
effet, toutes les souches a I'exception de TUR11 ont été isolées aux alentours de Izmir, a
I'extrémité Est de la Turquie et se regroupent entre elles. TUR11 fait exception car elle se
retrouve dans le groupe comprenant des souches d’Amérique du Sud et du Gabon.
Cependant, d’autres analyses, comportant des souches supplémentaires de Turquie et plus
particulierement de la région d’Ankara seraient nécessaires pour vérifier s’il y a une certaine
structure génétique en Turquie.

Le manque de consistance entre les différentes phylogénies montre qu’il est difficile de
reconstruire des phylogénies intra-espéces. Pour déterminer les raisons de ce manque de
consistance, il pourrait étre intéressant d’évaluer la discordance entre les différentes
topologies. La présence de taxons dont la position phylogénétique n’est pas connue de fagon
certaine pourrait étre a l'origine de la faible résolution du consensus. Il serait donc interessant
de déterminer quels sont ces taxons et de les éliminer de I'analyse afin d’avoir des arbres plus
robustes et donc de faire des estimations plus précises du TMRCA et du taux de mutations.
Enfin, au lieu de construire un arbre consensus a partir de plusieurs arbres, une approche
alternative pourrait consister a utiliser un alignement de base résultant de la concaténation
des alignements des différents loci. Les genes choisis pour I'analyse ont été choisis selon un
critere de polymorphisme, afin de pouvoir déterminer des diversités génétiques intra-
populationnelles malgré la tendance importante qu’a T. gondii de se propager de fagon
clonale. Cependant il est recommandé en phylogénie d’utiliser des séquences d’ADN neutres
du point de vue de la sélection, ce qui n’est pas forcément le cas ici, en particulier avec GRAS,
GRA7 et SAG3 qui contiennent majoritairement des régions codantes. De plus les
recombinaisons peuvent aussi brouiller le signal phylogénétique. Le choix des génes semble
étre une limite pour ces analyses phylogénétiques. Il serait intéressant, de les réaliser avec
d’autres régions d’ADN, plus neutres, tels que des introns. Ce travail en comporte 2, UPRT1
et UPRT7. Cependant, ils font partie du méme gene, autre limite de ce type d’analyse. Toutes
les régions d’'un génome n’évoluent pas de la méme fagon et il est donc nécessaire de prendre
des régions qui se trouvent a différents endroits afin d’avoir plusieurs régions représentées.
Afin de palier au probléme des recombinaisons, il serait aussi intéressant de réaliser les
mémes analyses avec des régions d’ADN ne provenant pas du génome nucléaire mais
d’organites telles que les mitochondries ou I'apicoplaste. En effet, ces organites présents dans
T. gondii sont hérités de fagon uni-parentale. Leurs génomes sont donc moins sensibles aux
recombinaisons et pourraient donc étre plus informatifs d’'un point de vue phylogénétique.

Les analyses précédentes qui montrent une diversité génétique plus élevées en Amérique du
Sud et qui suggéerent qu'une maijorité des souches d’Amérique du Sud se situeraient en
position basale dans la phylogénie, tendent a montrer que I'’Amérique du Sud serait le lieu
d’origine des souches actuelles de T. gondii. Cependant, la démonstration d’'une diversité plus
élevée dans un lieu étant seulement un indice pouvant suggérer qu’il s’agit du lieu d’origine et
la phylogénie n’étant pas assez robuste, une analyse spatiale a été réalisée.

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 71

(@) BY-NC-ND | mu|



Il.4. Analyse spatiale
11.4.1. Principe de la relation diversité génétique/distance géographique

La diversité génétique peut étre influencée par des fluctuations de la taille des populations.
Ces fluctuations peuvent avoir lieu au cours de goulots d’étranglements, événements qui se
produisent lorsque quelques individus et donc quelques génotypes présents dans la
population survivent, ou au cours d’effet de fondation, processus au cours duquel, seuls
quelques individus migrent a partir d’'une population de départ pour en fonder une nouvelle.
Dans les deux cas, seuls quelques génotypes subsistent dans la nouvelle population,
conduisant a une perte de la diversité génétique. Au cours de I'expansion d’'un organisme,
plusieurs effets de fondation vont donc avoir lieu, quelques migrants quittant a chaque fois les
populations nouvellement formées pour en créer de nouvelles, conduisant a la répartition de
I'organisme et a une perte successive de la diversité génétique (Figure 29).

Effet de Effet de Effet de
fondation fondation fondation

Diver sité

Distance a l'origine

Figure 29 : Les migrations successives conduisent a une perte progressive de la diversité de la
population. Les ellipses représentent des populations et les ronds des organismes composant ces
populations. Les couleurs représentent la diversité présente dans la population.

Source : Adapté de Mita and Jombart (2015)
11.4.2. Détermination de I’origine géographique de Plasmodium falciparum

Ce principe d’'une diminution de la diversité génétique lorsque les distances a l'origine
augmentent a été utilisé lors d’'une étude pour déterminer I'origine de Plasmodium falciparum.
Il s’agit d’'un parasite, faisant partie du groupe des Hémosporidies des Apicomplexes (Figure
2). Il se distribue dans la zone tropicale et est transmis a 'lhomme par la piqure de certaines
espéces d’'anophéles, causant le paludisme. P. falciparum se reproduit de fagon sexuée chez
'anophéle qui est donc I'hote définitif. 519 échantillons, provenant de patients infectés, se
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répartissant dans 9 populations couvrant la zone de distribution de P. falciparum (a I'exception
des Amériques) ont été sélectionnés. Pour chaque isolat 9 génes de ménage ont été
séquenceés c’est a dire un total 5043 bp pour 63 SNPs. A partir de ces genes, la diversité
génétique a été calculée dans chaque population. La corrélation entre les diversités
génétiques des différentes populations et les distances géographiques a l'origine ont été
calculées pour 312 origines hypothétiques. L’Afrique sub-saharienne a été l'origine du
pathogéne pour laquelle la meilleure corrélation négative a été trouvée. La structure de la
diversité génétique de P. falciparum est semblable a celle de la population humaine. Un
modele génétique a donc été réalisé afin de dater 'expansion du parasite a partir de I'Afrique.
L’ensemble des résultats suggére que les humains étaient déja infectés avant leur sortie
d’'Afrique et que le parasite s’est répandu avec eux a travers les tropiques, a I'exception de
I’Amérique du Sud qui a été colonisé beaucoup plus tard par P. falciparum (Tanabe et al.,
2010).

1.4.3. Application au cas de Toxoplasma gondii

L’objectif de cette partie était d’appliquer le modele précédent au cas de T. gondii. Ce parasite
se distingue des autres apicomplexes par un spectre d’héte et une distribution géographique
trés larges. A la différence de P. falciparum, les tropiques ne sont pas la seule zone a prendre
en compte et plusieurs hotes intermédiaires ont pu influencer la répartition du parasite en plus
des félidés. La premiere étape a été de choisir I'indice de diversité génétique le plus adapté
pour ce parasite. Dans le cas de T. gondii qui présente une forte part de reproduction clonale,
une diversité élevée essentiellement due a des indices qui favorisent un faible nombre
d’haplotypes trés différents nous a semblé artificielle. La richesse haplotypique est donc
l'indice qui est apparu comme le plus approprié pour estimer la diversité génétique de T. gondii.
L’analyse spatiale a été effectuée avec le package geoGraph (http://thibautjombart/geograph)
du logiciel R qui fournit la méthode utilisée dans I'étude de P. falciparum. Une grille comportant
approximativement 40 000 points uniformément répartis sur la carte a été utilisée (Figure
30.a). Chaque point possede un « habitat » afin de distinguer les points se trouvant sur les
terres de ceux se trouvant dans les océans et les mers. Afin de placer les populations sur la
carte, les coordonnées géographiques de chaque population ont été calculées comme étant
la moyenne des coordonnées des individus la composant. Chaque population a ensuite été
associée au point «terrestre » le plus proche de ses coordonnées (Figure 30.b). Les
migrations des oiseaux ont été considérées comme trop rares dans la direction Est-Ouest pour
expliquer une expansion de T. gondii par ce moyen a travers les océans et le transport par
bateau trop récent. Ainsi, le modéle utilisé considere que seul le passage par les terres était
possible. Par conséquent, seuls les points « terrestres » ont été reliés entre eux (Figure 30.c).
Les liens entre les points symbolisent les routes que le parasite a pu emprunter. Afin de définir
des origines géographiques a tester, 1800 combinaisons de longitudes et de latitudes
régulierement espacées ont été utilisées afin de générer 433 points non-redondants
uniformément répartis sur les parties terrestres de la grille utilisée par geoGraph (Figure 30.d).
La figure 30 illustre certaines des étapes de cette analyse. Pour chaque origine, les chemins
les plus courts vers chaque population ont été calculés avec I'algorithme dijkstra du package
de RBGL de R. Les codts étaient uniformes le long des branches c’est-a-dire qu’aucun chemin
n’a été considéré comme plus « probable ». Les distances correspondantes ont été calculées
en kilomeétres. Les corrélations entre les diversités génétiques et ces distances a l'origine ont
été calculées pour chaque origine testée. La corrélation la plus négative a ensuite été
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recherchée et a été considérée comme correspondant a l'origine géographique la plus
probable.

A: Utilisation d’une grille comportant 40 000 points B: Aprés calcul de leurs coordonnées géographiques, les
uniformément répartis. Les points ‘terrestres” (en vert) sont populations sont reliées au point “terrestre”le plus proche.
différenciés des points dans les océans et les mers (en bleu).

C: Seuls les points terrestres ont été reliés entre eux. Le modéle

D: 433 points uniformément répartis sur les terres ont été
WEORCERSING . RS I S N S T générés. lIs représentent les origines hypothétiques testées.

Figure 30 : Représentations des premiéres étapes de I'analyse spatiale.
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11.4.4. Résultats

L’Amérique du Sud et plus précisément la Colombie serait I'origine la plus probable (r=0,81,
p=0,9x104). De plus, cette analyse permet de reconstruire les routes ancestrales de migration
de T. gondii. Les résultats suggérent que ce pathogene se serait répandu en Amérique et
aurait ensuite colonisé I'Asie et I'Europe en traversant le détroit de Béring. Il serait ensuite
entré en Afrique en suivant deux voies de migration difféerentes (Figure 31).

Correlation
0.8

0.4

Distance from the origin (km)

Figure 31 : Répartition historique de Toxoplasma gondii inférée a partir des 5 marqueurs. La taille des
ronds noirs transparents est proportionnelle a la valeur de la diversité en haplotypes. La diversité en
haplotypes des différentes populations a été corrélée aux distances géographiques a partir d’origines
variées. Le dégradé de couleur représente ces corrélations. Les régions en rouge foncé représentent
les zones comprenant des origines géographiques testées pour lesquelles lorsqu’on s’en éloigne, les
diversités génétiques des populations diminuent fortement. L’origine la plus vraisemblable (rond plein
noir) correspond a celle pour laquelle il y a la plus forte corrélation négative entre les diversités
génétiques et les distances a cette origine.

Les chemins les plus courts a partir de 'origine vers les diverses populations sont indiqués en lignes
pleines noires.
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11.4.5. Discussion

Ce résultat confirme que '’Amérique du Sud serait 'origine géographique de T. gondii, ce qui
était suggéré par la tendance des souches sud-américaines d’étre en position basale lors des
analyses phylogénétiques. Il supporte aussi I'étude réalisée a partir d’isolats de poulets
(Lehmann et al., 2006). En plus de se baser sur une diversité plus importante en Amérique du
Sud pour en déduire qu’il s’agit sans doute de l'origine, cette analyse met en évidence qu'il y
a une corrélation significative entre les distances des différentes populations a l'origine et les
diversités génétiques, confortant ainsi I'hypothése de départ. Elle permet en outre de déduire
les voies ancestrales de dissémination du parasite. Le modéle utilisé montre qu’il y a eu
vraisemblablement deux introductions différentes en Afrique, 'une passant par le sud de
I’Arabie Saoudite et le Yémen jusqu’a la population d’Ethiopie et I'autre passant plus vers le
Nord par la Turquie, la Syrie puis le nord de I'Afrique et ensuite 'Ouest. Ces différentes voies
ancestrales, associées aux plus récents échanges de souches entre 'Amérique du Sud et
I'Afrique de I'Ouest via le transport maritime, pourrait expliquer la différenciation génétique
existante entre I'Est et 'Ouest de I'Afrique. Cependant, une limite du modéle présentant la
richesse haplotypique en fonction de la distance a I'origine est que les points ne sont pas
répartis de fagon homogéne mais forment deux groupes bien séparés. Ces groupes
correspondent aux populations d’Amérique d’'une part et aux populations d’Eurasie et d’Afrique
d’autre part, deux groupes de populations séparés par le détroit de Béring.

11.5. Datations
1.5.1. Objectif et méthodes de datation

Dans le cadre de ce travail, 'objectif de cette partie était de déterminer I'dge du plus récent
ancétre commun (TMRCA) des lignées actuelles de T. gondii. Le TMRCA est le temps auquel
les alléles coalescent vers un ancétre unique (Pettengill, 2015). Deux approches différentes
ont été utilisées : une datation moléculaire et la méthode de coalescence.

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 76

(@) BY-NC-ND_| ImEmEn|



11.5.1.1. Datation moléculaire

Les datations moléculaires reposent sur le principe selon lequel les changements dans les
macromolécules biologiques se produisent de fagon réguliére. Cest en 1965 qu’Emile
Zuckerkand! et Linus Pauling pensent a utiliser ce concept pour déterminer des ages de
divergence. Lorsqu’un point de calibration est connu, c’est-a-dire une date de divergence entre
deux séquences, il est possible a partir du degré de divergence entre les deux séquences,
d’en déduire le taux de substitutions. Dans le cas d’'une horloge moléculaire parfaite, c’est-a-
dire dans le cas ou le taux d’évolution est constant, il est alors possible de le réutiliser pour
calculer la date de divergence aux différents noeuds de I'arbre, en utilisant les degrés de
divergence (Fig. 32). Cette approche nécessite cependant d’avoir une phylogénie assez
robuste et elle est souvent utilisée pour calculer les dates de divergence entre espéces, en
utilisant des points de calibration paléontologiques (Douzery et al., 2006).

Géne X Calibration de I’horloge Datation moléculaire
— A jr— A — A
—1—8 —1 =B — P, —p
—‘ {4+ 100 Ma : |
— C — C
= — —9 300
| D S — L D
_|—|7 . A P 9200 _b“E
L gl F —F

10% subst.

30%! 20%: 10% subst.

Age de I'ancétre commun de B et C = 100 Ma
Longueur de branche conduisantaB et C =
10% substitutions

......

Calcul de I'age de divergence
entre les différents taxons a
partir du taux d’évolution et de

l la divergence moléculaire.
Taux d'évolution: 0,1% / Ma/ lignée

Figure 32 : Principe de la datation moléculaire : Un géne X est considéré pour plusieurs taxons (A-F).
L’arbre de gauche peut étre contraint a suivre une horloge moléculaire. Tous les taxons sont alors a la
méme distance de la racine (arbre du milieu). Les échelles grise et bleue en bas des arbres sont
formulées en pourcentage de substitutions nucléotidiques. Chacune des branches conduisanta B et C
représentent 10% de substitutions. Ainsi le taux de substitution peut étre calculé et est égal a
0,1%/Ma/lignée. En utilisant ce taux, les dates de divergences des autres taxons peuvent étre calculées
(arbre de droite). Par exemple E et F présentent 5% de divergence moléculaire. En considérant que le
taux de substitutions est constant et vaut 0,1%/Ma/lignée, la date de divergence entre E et F est de
5/0,1=50 Ma.

Source : Adapté de Douzery et al.(2006)

Cette approche est dépendante de plusieurs facteurs. Les calculs de datation dépendent des
valeurs des points de calibration. Ainsi une erreur dans I'étape de calibration de I'horloge
moléculaire peut fausser plus ou moins grandement les estimations des dates de divergence.

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 77

(@) BY-NC-ND | mu|



Les génes utilisés influencent également ce type de datation. lls n’évoluent en effet pas tous
a la méme vitesse et selon les génes choisis, la dates peuvent étre différentes. Enfin, cette
approche suppose que les différences de longueurs de branches dans les arbres ne sont pas
statistiguement significatives et que donc les arbres peuvent étre contraints a suivre une
horloge moléculaire. Il a été montré que c’est rarement le cas dans la nature, les taux de
substitutions sont rarement constants. Contraindre un arbre a suivre I’horloge moléculaire peut
donc entrainer une distorsion trop importante et entrainer des estimations des ages fausses.
(Douzery et al., 2006).

11.5.1.2. Méthode de coalescence

La coalescence est définie comme la fusion des lignées ancestrales en remontant le temps.
L’idée de base est de partir des lignées échantillonnées et de remonter le temps. Lorsque
ces lignées se rejoignent, on dit qu’elles coalescent. Lorsque toutes les lignées coalescent
en une seule, il s’agit de 'ancétre commun le plus récent (MRCA) (Figure 33).

Direction de la
4 coalescence

MRCA (T = 6)

Direction du
temps

Génération
actuelle (T=1)

00000000
®0000000
00000000

0O0000®@00

0000000
O0000000

O Individus a coalescence

. Ancétre commun le plus récent

Figure 33 : Processus de coalescence. Il commence avec la génération actuelle (en bas) et remonte
dans le temps vers I'ancétre commun le plus récent (MRCA) (rond orange). Ici 2 individus (ronds verts)
coalescent a la sixieme génération en remontant dans le temps.

Source : Adapté de Yang et al. (2014)

Le coalescent est un processus stochastique. Il s’agit d'un modéle de génétique des
populations qui permet de construire et d’analyser des généalogies au hasard. Contrairement

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 78

(@) BY-NC-ND | mu|



a la phylogénie, les méthodes de coalescence ne cherchent pas a déterminer un arbre. Au
niveau d’une population, il peut étre plus pertinent d’utiliser la coalescence pour comprendre
son histoire plutét que la phylogénie. L’histoire d’'une population ne suit pas forcément un arbre
phylogénétique, notamment parce que la migration peut jouer un réle important. Les méthodes
de coalescence reposent sur le traitement aléatoire des généalogies et I'utilisation des arbres
générés afin d’estimer les paramétres du processus généalogique aléatoire qui a créé chaque
arbre. L’analyse de la vraisemblance des modeles évolutifs est également possible.

11.5.2. Datation du TMRCA des lignées actuelles de T. gondii

Les analyses pour dater le TMRCA ont été réalisées sur les régions non-codantes d’ UPRT.
Les deux types d’approches ont nécessité une estimation du taux de mutation.

11.5.2.1. Calcul du taux de mutation

Afin d’estimer le taux de mutation, les distances entre la séquence d’H. hammondi et chaque
séquence de T. gondii ont été calculées en utilisant le modele de Tamura-Nei. La moyenne de
ces distances a été considérée comme une estimation du nombre de mutations qui ont eu lieu
depuis la séparation des 2 especes. Le taux de mutation a ensuite été estimé selon la formule
suivante :

Nombre de mutations

- 2xXtemps de divergence

Ici le temps de divergence est celui entre H. hammondi et T. gondii, soit 11 Ma (Morrison,
2005).

L’écart-type de cette estimation a été calculé en utilisant la variance du ratio de deux variables
aléatoires qui sont le nombre de mutations et le temps de divergence. Deux intervalles de
confiance ont été calculés de cette facon, I'un en prenant de fagon arbitraire une variance de
10" pour le temps de divergence, l'autre en considérant que la date de divergence était
connue de fagon certaine.

11.5.2.2. Datation moléculaire

Afin de calculer le TMRCA, la plus grande distance entre les haplotypes de T. gondii a été
prise en compte selon la formule :

0,5 X maxD
TMRCA = ——

Ou maxD est la distance maximale entre les haplotypes de T. gondii et p le taux de mutation
calculé précédemment.

11.5.2.3. Méthode de coalescence

Le TMRCA a également été calculé avec une approche de coalescence. Elle permet d’obtenir
une estimation du TMRCA qui est égal a deux fois la taille efficace de population Ne. Elle
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nécessite d’estimer le paramétre de population P = 2uNe. Ce paramétre a été estimé avec
deux approches. La premiére a utilisé la méthode de Monte-Carlo par chaines de Markov a
I'aide du package coalescentMCMC du logiciel R. La deuxieme approche a utilisé la diversité
nucléotidique (1) a I'aide du package pegas.

11.5.3. Résultats
11.5.3.1. Taux de mutation

Le taux de mutation était de 6,19 x 10°. L'intervalle de confiance calculé en prenant en compte
une variance pour le temps de divergence entre T. gondii et H. hammondi est de 6,19 x 10° £
1,48 x 10°. En considérant que la date de séparation des deux especes est connue de fagon
certaine, c’est-a-dire sans prendre en compte de variance, I'intervalle de confiance est de 6,19
x 10°+£1,37 x 10°.

L’incorporation d’'une variance du temps de divergence augmente Iégérement lintervalle de
confiance.

11.5.3.2. Les datations du TMRCA

Avec la méthode de la datation moléculaire, le plus récent ancétre commun a été daté a 1,59
Ma (IC 95% : [0,00-3,46]). Pour les approches de coalescence, celle utilisant la méthode
MCMC a estimé que le MRCA daterait de 1,26 Ma (IC 95% [0,94—1,57]) tandis que la méthode
utilisant la diversité nucléotidique a estimé le TMRCA a 1,20 Ma (IC 95% [0,00-2,44]).

11.5.4. Discussion

Les 3 estimations du TMRCA réalisées avec deux approches différentes (datation moléculaire
et coalescence) sont cohérentes entre elles allant de 1,20 a 1,59 Ma. Cependant, seul un
intervalle de confiance semble raisonnable, celui de la méthode MCMC. En effet les deux
autres sont trés grands et la borne inférieur est a 0. Ce résultat est cohérent avec les calculs
faits dans des études antérieures lorsque les taux de mutations utilisés étaient ceux de P.
falciparum et non pas ceux de T. gondii (Khan et al., 2007; Su et al., 2003). Il a cependant été
suggéré que les taux de substitutions de ces deux especes qui se sont séparées il y a au
moins plusieurs centaines de millions d’années n’étaient pas forcément les mémes et il est
donc recommandé d’utiliser des taux spécifiques a T. gondii (Morrison, 2005). Dans I'étude de
Su et al. (2003), le taux de mutation spécifique a T. gondii a également été calculé sur la base
des introns ACT1, ATUB et MIC2 et utilisé dans les datations. Cependant, les résultats étaient
différents avec un TMRCA, d’environ 180 000 ans et non plus 1 million d’années. Le taux de
mutation trouvé était en moyenne de 2,12 x 108, une valeur plus élevée que celle trouvée
dans ce travail (6,19 x 10°), et qui pourrait conduire a un TMRCA moins ancien. La méthode
utilisée dans Su et al. (2003) pour calculer le taux de mutation est la méme que celle utilisée
dans ce travail. Cependant, 'espéce utilisée pour avoir le temps de divergence est N. caninum
et non pas H. hammondi, et 'estimation de ce temps de divergence est de 12,7 Ma donc pas
trés différent de 11Ma. Or, la divergence entre N. caninum et T. gondii a déja été estimée a
environ 28 Ma (Reid et al., 2012). Les différences génétiques entre N. caninum et T. gondii
sont sans doute plus grandes qu’entre H. hammondi et T. gondii. La prise en compte d’'un
temps divergence similaire dans les 2 cas a conduit a un taux de mutation plus élevé dans
'étude de Su et al. (2003) et donc a un TMRCA plus récent. Les difficultés a estimer le taux
de mutations peuvent donc provenir de discordances concernant I'histoire évolutive des
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Apicomplexes soulignant I'importance des études phylogénétiques qui permettent d’avoir des
informations sur les parasites proches de celui étudié, méme si leur importance en santé
humaine ou animale est plus limitée.

La date calculée ici correspond a celle du plus récent ancétre commun des souches de T.
gondii. |l serait apparu il y a environ 1,5 Ma. Ce résultat est éloigné de la date de divergence
entre H. hammondi et T. gondii, il y a environ 11 Ma. Cet intervalle de temps (1,5-11 Ma)
correspondrait a la durée nécessaire pour que la séparation de la lignée se réalise et que les
polymorphismes ancestraux soient triés. Dans le cas d’une divergence ancienne, comme c’est
le cas ici, une séparation claire existe entre la divergence et le TMRCA. D’aprés certaines
études, la séparation compléte de la lignée est attendue a environ 4-7 Ne générations aprés
l'isolation reproductive. Dans le cas d’'une divergence récente, il est possible que le tri des
lignées ne soit pas complet et qu’il soit difficile de distinguer le TMRCA de la date de
divergence. Dans ce type d’études, I'’échantillonnage est trés important, car I'estimation de la
date d’apparition d’un parasite est dépendante de I'espéce sceur la plus proche connue
(Pettengill, 2015).

Il.6. Discussion générale

Les résultats précédents montrent que le TMRCA de T. gondii daterait d’environ 1,5 Ma, et
que l'origine des souches actuelles se situerait en Amérique du Sud. Le résultat des datations
est cohérent avec celui trouvé dans Su et al., (2003) tandis que l'origine géographique
déterminée a l'aide de l'analyse spatiale conforte I'hypothése émise par Lehmann et al.,
(2006). Cependant dans notre étude et contrairement a I'étude de Lehmann, 'Amérique du
Sud serait I'origine des lignées actuelles de T. gondii et non 'origine de I'espéce dont la date
d’apparition se situerait aux alentours des 11 Ma. Dans leur étude Lehmann et al. émettent
I'hypothése que seuls les félidés sauvages en faible abondance servaient d’hétes définitifs au
toxoplasme avant l'arrivée du chat domestique au 16 siécle. Cependant, I'origine de T.
gondii est plus ancienne que l'arrivée des félidés en Amérique du Sud qui a eu lieu il y a
environ 2-3 Ma lors de la reconnexion de I'lsthme de Panama (O’Brien et al., 2008). Ainsi
I'hypothése d’une origine géographique en Amérique du Sud de T. gondii impliquerait que ce
parasite possédait d’autres hotes définitifs que les félidés ce qui suppose qu’un changement
d’héte aurait ensuite eu lieu. Lorsque I'’Amérique du Sud était isolée de 'Amérique du Nord,
aucun carnivore placentaire n’était présent. Il y avait plusieurs espéces de marsupiaux dont
les niches écologiques ont été par la suite envahies par les nouveaux félidés (O’Brien et al.,
2008). Il serait donc possible qu’un parasite se soit adapté a ce nouvel hote. Néanmoins, le
parasite le plus proche phylogénétiquement de T. gondii est H. hammondi qui posséde
également les félidés comme hotes définitfs. L’hypothése précédente impliquerait donc que
ces deux especes se soient séparées sur d’autres hotes que les félidés et quelles aient
ensuite changé d’hétes définitifs pour les félidés. Cette hypothése ne nous a pas semblé étre
la plus probable et nous avons donc privilégié celle impliquant une origine géographique de
l'espéce différente de celle de I'ancétre commun le plus récent des lignées actuelles. Nous
proposons donc que T. gondii et H. hammondi aient commencé a diverger sur les félidés il y
a environ 11 Ma. La séparation en deux espéces différentes est un processus long (Pettengill,
2015). Entre 11 Ma et 1,5 Ma, T. gondii était vraisemblablement encore peu différencié d’H.
hammondi et les parasites dépendaient des migrations des félidés pour coloniser des régions
ou ils étaient absents. Lors de I'entrée des félidés en Amérique du Sud a partir de '’Amérique
du Nord entre 2 et 3 Ma, un T. gondii ancestral a pu également y pénétrer. L’échange des
faunes entre Amérique du Sud et Amérique du Nord est un processus difficile a comprendre
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pour lequel il manque a I'heure actuelle beaucoup d’informations (Carrillo et al., 2015). Des
études suggérent cependant qu’il est probable que les félidés aient trouvé un environnement
favorable qui aurait favorisé leur diversification, en particulier celle de la lignée de I'ocelot
(ocelot, margay, chat des Andes, chat des pampas, chat de Geoffroy, kodkod et chat tigre).
Mais d’autres familles auraient également profité de cet environnement nouveau. Plusieurs
genres sont ainsi apparus dans la famille des Muridae, hétes intermédiaires de T. gondii
(Webb, 2006). L’hypothése a été émise que 'ouverture de '’Amérique du Sud et I'échange des
faunes entre Amérique du Sud et Amérique du Nord ont pu favoriser une évolution rapide et
innovante (Webb, 2006). Dans ces conditions, il est possible que la divergence entre T. gondii
et H. hammondi se soit accélérée. Une différence majeure entre ces deux parasites est
linfectivité des kystes tissulaires de T. gondii entre hétes intermédiaires par carnivorisme alors
que les kystes tissulaires des hétes intermédiaires d’H. hammondi ne sont infectants que pour
les hotes définitifs. Cette capacité de transmission par carnivorisme a pu apparaitre chez T.
gondiidans le contexte favorable de la forét amazonienne avec son grand nombre et sa grande
diversité d’hétes intermédiaires. En Amérique du Sud, les niches écologiques sont variées et
I'environnement hétérogéne, ce qui peut également expliquer la grande diversité génétique de
T. gondii dans cette région du monde. La diversification du parasite pourrait en effet étre une
conséquence de la diversification de ses hétes intermédiaires. L’acquisition du carnivorisme
comme nouveau mode de transmission est dans tous les cas un avantage pour T. gondii qui
peut se transmettre d’héte intermédiaire en héte intermédiaire méme dans des milieux ou les
félidés sont peu présents. Cependant, la dissémination du parasite via les oocystes excrétés
par les félidés reste un moyen de transmission trés important. L’avantage procuré par cette
nouvelle voie de transmission par carnivorisme a pu permettre a T. gondii de dominer la forme
ancestrale encore proche d’H. hammondi et de la remplacer. A travers les déplacements de
ses différents hétes, le toxoplasme « moderne » a pu ensuite remonter en Amérique du Nord.
Seuls quelques génotypes de la population de départ d’Amérique du Sud seraient impliqués
dans ces migrations. D’aprés les voies de dissémination représentées dans la figure 26, le
parasite aurait ensuite franchi le détroit de Béring puis colonisé I'Asie, I'Afrique et I'Europe. Il
se peut donc que la forme ancestrale ait été présente dans ces différentes régions avant
I'arrivée de la forme actuelle qui 'aurait supplantée. Les étapes successives de migrations ont
créé des effets de fondation qui ont conduit a une perte de diversité progressive pouvant
expliquer la structure de population actuelle avec une diversité plus importante en Amérique
du Sud, intermédiaire en Amérique du Nord et plus faible en Europe, Asie et Afrique. L’analyse
spatiale a montré en effet qu'une partie de la diversité actuelle était expliquée par les distances
a l'origine. Des évenements plus récents ont pu cependant modifier la structure originale. Une
des caractéristiques de T. gondii est la prédominance de types clonaux en Europe, Afrique et
Asie. La domestication du chat il y a environ 10 000 ans en Asie du Sud-Ouest puis son
expansion d’abord dans I’Ancien Monde a pu agir comme une force de sélection, en amplifiant
les génotypes qui étaient déja les mieux adaptés (Muller and Howard, 2016), permettant leur
expansion clonale. Les transports longue-distance des Hommes et des animaux a pu
également modifier la structure de départ en permettant le brassage de souches qui étaient
géographiquement séparées. Le Gabon présente par exemple des similarités avec certaines
souches du Brésil, laissant supposer que les échanges maritimes durant les 18éme et 19éme
siécles a pu contribuer a I'apport de souches sud-américaines en Afrique (Mercier et al., 2010).
Le scénario proposé ici, en différenciant I'apparition de I'espéce T. gondii, ancienne et
I'apparition du TMRCA des souches actuelles, beaucoup plus récente, réconcilie les deux
études qui semblaient avoir des hypothéses opposées sur l'origine de T. gondii (Khan et al.,
2007; Lehmann et al., 2006). L’origine du TMRCA serait en Amérique du Sud, en accord avec
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Lehmann et al. (2006), mais I'espéce serait sans doute apparue ailleurs, et aurait migré en
Ameérique du Sud a partir de 'Amérique du Nord lors de la reconnexion de I'lsthme de Panama,
scénario favorisé par Khan et al. (2007). Cependant la dissémination du parasite proposé par
Lehmann et al. (2006) differe de celle proposée ici. Lehmann et al. (2006) propose en effet
une dissémination assez récente principalement due aux échanges et aux transports humains.
Ainsi pendant une grande partie de son histoire, le toxoplasme n’aurait pas été aussi ubiquiste
gu’aujourd’hui. Un événement rare aurait permis la migration du toxoplasme en Eurasie, ou il
aurait évolué de facon indépendante de la population sud-américaine. Le trafic maritime aurait
ensuite permis a cette population de s’introduire en Amérique du Nord et en Asie. Bien qu’en
accord sur l'origine géographique du parasite, les deux scénarios sont donc différents pour
expliquer les voies de dissémination et la structure actuelle de la population de T. gondii.
L’origine de I'espéce T. gondii est inconnue, et nos données ne nous permettent pas de
conclure. L’hypothése faite ici tendrait cependant a supposer que I'Asie pourrait étre une
origine probable puisqu’il s’agit de I'origine des félidés modernes qui y seraient apparus il y a
environ 10,8 Ma, ce qui correspond approximativement a la date d’apparition de T. gondii.

En plus d’étre I'origine des souches actuelles de T. gondii, 'Amérique du Sud paye le plus
lourd tribut a la toxoplasmose. La prévalence, l'incidence et la sévérité des toxoplasmoses
oculaires acquises et congénitales dans certaines régions du Brésil, de Colombie et
d’Argentine sont considérablement plus élevées que n’importe ou ailleurs, ce qui fait de la
toxoplasmose oculaire un réel probleme de santé publique dans ces régions (Glasner et al.,
1992; Gilbert et al., 2008; de-la-Torre et al., 2009; Rudzinski et al., 2016). Parce que ' Amérique
du Sud est aussi un point chaud de la diversité génétique de T. gondii, il a été émis I'hypothése
que les formes sévéres de toxoplasmose pourraient étre la conséquence d’'une mauvaise
adaptation de I'h6te humain a la diversité inhabituelle des souches dans cette partie du monde
(Demar et al., 2012; Gilbert et al., 2008; Khan et al., 2006a; Rudzinski et al., 2016; de-la-Torre
et al., 2013). En fait, des hotes d’espéces différentes peuvent avoir une susceptibilité trés
variable face a une méme souche de T. gondii et il y a de grandes différences entre les
souches dans la modulation des génes de I'héte impliqués dans I'activation des réponses
inflammatoires (Melo). Ceci suggére que le degré de co-évolution héte-pathogeéne joue un réle
majeur dans la physiopathologie de la toxoplasmose. Une réponse immunitaire inappropriée
contre certaines souches pourrait ainsi conduire a une forme de la maladie plus agressive (de
la Torre et al., 2013). Notre analyse phylogéographique indique que les souches sauvages de
la forét amazonienne sont les plus ancestrales et sont les vestiges de la diversité originelle qui
est apparue a cet endroit il y a 1,5 Ma. Elles entrainent des formes séveres méme chez
'immunocompétent car la majeure partie de 'humanité a vécu loin de ces souches confinées
dans cet environnement dépeuplé. Inversement, du fait d’'une constante co-évolution hbte-
pathogéne a travers le cycle domestique de T. gondii, les humains seraient mieux adaptés aux
génotypes les plus récents qui ont émergé il y a environ 10 000 ans dans le contexte de la
domestication animale et de I'anthropisation de I'environnement (Mercier et al., 2011; Su et
al., 2003). L’exemple le plus parlant d’adaptation hote-pathogéne réussie est donné par les
souches clonales de type Il qui représentent plus de 90% des souches animales et humaines
en Europe et qui est considérablement moins pathogéne pour I'ceil que les souches sud-
américaines (Ajzenberg, 2015; de-la-Torre et al., 2013). La coévolution ou son absence avec
certains génotypes de T. gondii serait donc un déterminant majeur de la sévérité de la
toxoplasmose humaine, en particulier en Amérique du Sud le lieu de naissance da la forme
moderne de ce parasite cosmopolite.
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Perspectives et conclusion

Les analyses pourraient bénéficier d’'un échantillonnage plus diversifié, en particulier en
Afrique, en Asie et en Océanie. Des isolats provenant d’hétes sauvages devraient également
étre pris en compte dans les populations non-Américaines. Les biais d’échantillonnage
semblent inévitables et des analyses plus approfondies prenant en compte un éventuel lien
entre les diversités génétiques des populations et la diversité des hétes considérés ou la
nature des hétes (intermédiaires ou définitifs) pourraient permettre d’avoir des résultats plus
robustes. Les marqueurs pourraient aussi étre changés, en prenant de préférence des
marqueurs plus neutres afin d’éviter les effets de la sélection ou provenant des génes de
génome de 'apicoplaste ou de mitochondrie pour limiter les recombinaisons. Cela permettrait
de conforter les résultats décrits, comme cela a été fait pour Plasmodium falciparum (Tanabe
etal., 2010, 2013). Toujours en ce qui concerne les marqueurs, I'analyse préliminaire effectuée
a partir des séquences présentes sur GenBank pourrait étre appronfondie. Il s’agit en effet
d’une source importante d’information et certains loci qui ont été séquencés pour un certain
nombre de taxons identiques pourraient étre utilisés pour identifier des loci et/ou des taxons
présentant une histoire évolutive particuliere. Ces alignements pourraient aussi servir pour
conforter les résultats trouvés sur les taux de mutations et le TMRCA si les séquences
correspondantes étaient retrouvées chez H. hammondi. |l serait également intéressant de
pouvoir dater les événements de migration d’une région a l'autre afin de pouvoir différencier
les événements appartenant a I'histoire ancienne de ceux plus récents, et ainsi départager les
différents scenarii proposés sur les voies de dissémination du parasite. Le manque de
connaissances sur la phylogénie et la biologie des Apicomplexes, essentiellement dd a un
échantillonnage opportuniste a déja été souligné (Morrison, 2009). H. hammondi est le
parasite le plus proche connu de T. gondii. Il est donc celui qui est susceptible d’apporter le
plus d’'informations sur son évolution. Malheureusement il est trés peu étudié. Bien que son
cycle soit connu, tous ses hétes naturels n'ont peut-étre pas été déterminés et trés peu
d’informations sont disponibles sur sa distribution. Il serait donc intéressant, d’étudier en
parallele les deux parasites. Avoir plus d’informations sur la distribution géographique et la
diversité génétique d’H. hammondi pourrait permettre de voir s’il posséde les mémes
caractéristiques que T. gondii. Cela serait utile pour formuler des hypothéses, notamment sur
les conséquences des différences du cycle de vie. Des analyses comparatives de génomes
pourraient aussi permettre d’élucider les bases génétiques de la différence de capacité de
transmission via les kystes entre les hétes intermédiaires.

Les codts sociaux et économiques de la prise en charge des cas symptomatiques de
toxoplasmose congénitale peuvent étre considérables mais le rapport co(t-efficacité du
dépistage prénatal ou néonatal de la maladie et du traitement des enfants atteints est encore
débattu (Jones et al.,, 2014; Wallon et al., 1999). Il y a un réel besoin d’essais cliniques
randomisés et contr6lés par placebo pour aider a déterminer I'efficacité de ces interventions.
Notre reconstruction de la phylogéographie de T. gondii fournit un modéle pour la
compréhension des profils de diversité génétique dans les endroits ou le parasite a été
échantillonné et pour la prédiction de la diversité dans les localités non échantillonnées. Parce
que la diversité génétique du parasite semble étre en lien la sévérité de la toxoplasmose, nos
résultats peuvent étre utilisés comme une base pour expliquer les différences géographiques
dans le fardeau de la maladie et pour identifier les endroits prioritaires pour y réaliser des
essais cliniques dans le futur.
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Abstract

Toxoplasma gondii, a protozoan found ubiquitously in mammals and birds, is the etiologic
agent of toxoplasmosis, a disease causing substantial Public Health burden worldwide,
including about 200,000 new cases of congenital toxoplasmosis each year. Clinical severity
has been shown to vary across geographical regions, with South America exhibiting the
highest burden. Unfortunately, the drivers of these heterogeneities are still poorly understood,
and the geographical origin and historical spread of the pathogen worldwide are currently
uncertain. A worldwide sample of 168 T. gondii isolates gathered in 13 populations was
sequenced for five fragments of genes (140 single nucleotide polymorphisms from 3,153 bp
per isolate). Phylogeny based on Maximum likelihood methods with estimation of the time to
the most recent common ancestor (TMRCA) and geostatistical analyses were performed for
inferring the putative origin of T. gondii. We show that extant strains of the pathogen likely
evolved from a South American ancestor, around 1.5 million years ago, and reconstruct the
subsequent spread of the pathogen worldwide. This emergence is much more recent than the
appearance of ancestral T. gondii, believed to have taken place about 11 My ago, and follows
the arrival of felids in this part of the world. We posit that an ancestral lineage of T. gondii likely
arrived in South America with felids and that the evolution of oral infectivity through carnivorism
and the radiation of felids in this region enabled a new strain to outcompete the ancestral
lineage and undergo a pandemic radiation.

Keywords: Toxoplasma gondii, phylogeography, Maximum likelihood phylogeny, time to the
most recent common ancestor (TMRCA), genetic diversity

1. Introduction

Toxoplasmosis imposes a substantial disease burden across the world. Serological studies
demonstrate its presence in virtually every country, with seroprevalence exceeding 60% in
some parts of South America, Africa, and South-East Asia (Pappas et al., 2009). While
asymptomatic in most patients, toxoplasmosis is a major cause of uveitis in immunocompetent
patients and a potentially life-threatening illness in immunocompromised patients and fetuses
(Montoya and Liesenfeld, 2004). Congenital toxoplasmosis alone has a yearly global incidence
of about 200,000 cases, causing a burden exceeding 1 million disability-adjusted life year
(DALYs) (Torgerson and Mastroiacovo, 2013). The overall disease burden attributable to all
forms of toxoplasmosis is certainly far greater, and highest in South America where ocular
toxoplasmosis is unusually frequent and severe (Glasner et al., 1992; de-la-Torre et al., 2008;
Gilbert et al., 2008; Torgerson and Mastroiacovo, 2013).

The extent to which host parasite genetics, host immune status, and exposure rate contribute
to the increased severity of toxoplasmosis in South America is unclear, but differences in the
genetic makeup of T. gondii strains are likely to play a major role (Khan et al., 2006; Gilbert et
al., 2008). In North America, Europe, Africa, and Asia, the population structure of T. gondii is
dominated by a few prevalent clonal strains, whereas much greater genetic diversity is seen
in tropical South America where the populations lack sign of recent genetic bottleneck and
clonal structure seen in the other parts of the world (Shwab et al., 2014; Lorenzi et al., 2016).
Unfortunately, the drivers of the pathogen’s genetic diversity are still poorly understood, and
the origin of extant lineages of T. gondii remains controversial. Recent work suggested a
potential South American origin, while another study advocated that co-migration with felids
led to the divergence of South American strains from pre-existing North American ones (
Lehmann et al., 2006; Khan et al., 2007). The estimation of the time to the most recent common
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ancestor (TMRCA) of extant lineages is also disputed, with estimates ranging from 150,000 to
107 years (Morrison, 2005; Khan et al., 2007).

In the present study, using a large collection of genetic sequences of T. gondii sampled
worldwide, we reconstructed the phylogeography of T. gondii as a basis to address the
controversial questions regarding the evolution of this parasite and its geographical origin.

2. Materials and Methods

2.1. Collection of T. gondii strains and selection of markers

Atotal of 168 T. gondii strains from 13 populations collected worldwide in North America, South
America, the Caribbean, Europe, Asia, and Africa, were used in this study (Supplementary
information and S1 Table). Our collection was specifically designed to ensure extensive
geographic coverage of strains clustered in true populations, and includes a large number of
strains from Africa and China, which were so far underrepresented or absent in the previous
studies (Lehmann et al., 2006; Khan et al., 2007). A preliminary genetic analysis with 15
microsatellite markers (Ajzenberg et al., 2010) was performed to exclude clones of strains
sampled in the same area. Each isolate was sequenced in both directions for five markers
(GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 and UPRT?7) that had the highest polymorphic rates after a
preliminary analysis of genetic polymorphism of 30 fragments of genes retrieved from
GenBank and ToxoDB (Supplementary information and S2 Table).

2.2. Phylogenetic analysis.

Hammondia hammondi is the most closely parasite related to T. gondii and was used as an
outgroup in phylogenetic analyses. Sequences of the H. hammondi strain H.H.34
corresponding to T. gondii GRA6, GRA7, SAG3, UPRT1 and UPRT7 sequences were
retrieved from GenBank and ToxoDB, and aligned with MUSCLE (Edgar, 2004). We used ape
and pegas R packages to extract haplotypes and build phylogenetic trees with three distance-
based methods: NJ, BIONJ, and FastME which were used as starting trees for the ML
analyses. Maximum likelihood phylogenetic analyses were performed with the R package
phangorn using four partitions of the sequence data by crossing two criteria: exons vs. introns
on one side, and GRA6, GRA7 and SAG3 vs. UPRT1and UPRT7 on the other (Supplementary
information). A GTR + T + | model was used with parameters that could vary among data
partitions. The different model fits performed with phangorn were compared with AIC. The
three trees obtained with the distance-based methods were all tested as initial trees.

2.3. Geostatistical analyses. We used the same geostatistics approach for inferring the
putative origin of T. gondii as previously used for uncovering the origins of P. falciparum
(Tanabe et al., 2010, 2013a, 2013b; Mita and Jombart, 2015). We implemented this approach
in the R package geoGraph (http://thibautjombart/geograph), in which we provided extensive
documentation replicating the analyses described below using publicly available data (Cann
et al., 2002). The method implemented in geoGraph relies on the idea that migration events
result in successive bottlenecks which reduce the genetic diversity within populations as they
are located further away from the origin (Tanabe et al., 2010). Accordingly, we expect to
observe a negative correlation between within-population diversity and the distance from the
origin. While in practice the true origin is often unknown, one can infer the most plausible origin
by assessing this relationship for a number of candidate origins, and retaining the origin
yielding the strongest negative correlation. This method requires two types of distances,
genetic and spatial, to be computed. Here, the genetic diversity was mostly structured by
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varying frequencies of a small number of haplotypes within populations (S3 Table and Fig 1).
Therefore, we used haplotype richness (i.e. number of distinct haplotypes) as a measure of
diversity within populations. Spatial distances through landmasses were computed using
geoGraph. The package models movements on the surface of the Earth using a spherical,
pseudo-regular grid with approximately 40,000 nodes. Each node possesses an ‘habitat’
attribute, here used to distinguish landmasses from seas. Shortest path between locations
were computed using the dijkstra algorithm (Jungnickel, 2013) implemented in the R package
RBGL (Edmonds et al., 2006; Carey et al., 2011). To define candidate origins, 1,800
combinations of regularly spaced longitudes and latitudes were used to cover the globe, which
resulted in 433 non-redundant locations on landmasses on the grid used by geoGraph. For
each location, the shortest path through each sampled population was identified, and the
corresponding distance computed in kilometers. These distances were then used to assess
patterns of decrease of genetic diversity from the putative origin using simple linear regression.
The most likely origin was inferred as the location which yielded the most negative correlation
between geographic distances and haplotype diversity within populations.

2.4. Time to the most recent common ancestor (TMRCA). In order to estimate the time to
the most recent common ancestor (TMRCA) of T. gondii, we used two different approaches: a
simple molecular dating method based on the divergence with H. hammondiwhich is estimated
to be around 11 My, and a coalescent approach using the expectation of TMRCA which is
equal to twice the effective population size (Ne). Both approaches need an estimate of the
mutation rate (p), and the second one also needs an estimate of the population parameter 6
(= 2 4 Ne). We estimated p for the non-coding introns of UPRT1 and UPRT7. We did two
neutrality tests: D’s Tajima and the R2 test. We calculated a standard-error of this estimate
using the variance of ratio of two random variables, here the number of mutations per site and
twice the time of divergence. The former was estimated with a Tamura-Nei distance with its
associated variance, and the latter was 11 My with an arbitrary sd = 1 My. The population
parameter 8 was estimated in two ways: with a Markov chain Monte Carlo (MCMC) approach
as implemented in the R package coalescentMCMC, and with the nucleotide diversity (m)
calculated with pegas. Both ways calculate the standard-error of the estimate of 8. In the end,
three estimates of TMRCA were obtained with their respective 95% confidence interval (Cl).

3. Results

3.1. Genetic diversity.

Sequences of the five markers represented a total of 3,153 bp per isolate, including 140
variable sites. Without taking into account sites with gaps, 26, 30, 27, 32, and 25 SNPs were
identified in the GRAG6 (607 bp), GRA7 (677 bp), SAG3 (638 bp), UPRT1 (574 bp), and UPRT7
(657 bp) genes, respectively (S4 Table and S1 Fig). Strains from the Caribbean, Guiana shield,
Northeast Brazil, and Southeast Brazil showed more sequence polymorphism with 65, 90, 59,
and 65 SNPs, respectively (S3 Table). Polymorphism was lower in the African and European
populations with a number of SNPs ranging from one to 39. Polymorphism was intermediate
in the Asian and North American populations with 41, 60, 47, and 51 SNPs in Turkey, China,
Minnesota, and Pennsylvania, respectively.

Data concatenation revealed 60 haplotypes. The number of haplotypes ranged from four in
Europe to 32 in South America. Of the 32 genotypes in the 44 strains from South America, 29
were endemic in South America whereas only three were common in other populations (one
in the Caribbean, one in Africa, and one both in Asia and Africa). In contrast, of the four
genotypes in the 34 strains from Europe, three were common in other populations (one in Asia
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and Africa, one in North America, Asia and Africa, and one in the Caribbean, North America,
Asia and Africa) and the unique genotype differed by only one SNP from the one common to
North America, Asia, and Africa (S5 Table). The higher values of haplotype diversity, estimated
from concatenation of the five markers by the number of haplotypes divided by the number of
isolates, were observed in South America and the Caribbean, whereas the lower values were
observed in Europe, Asia, and Africa (S3 Table). Haplotype diversity was intermediate in North
America. Overall the highest genetic diversity was found in South-America.

3.2. Phylogeny of T. gondii strains

Preliminary analyses of genetic diversity (Supplementary information, S6 Table and S2 and
S3 Figs.) revealed different mutation patterns and rates of evolution between coding and non-
coding segments, and for the two UPRT genes compared to the others. Accordingly, we
defined four partitions of the sequence data crossing these two categories, and reconstructed
separate phylogenies by maximum likelihood (ML) to investigate potential phylogenetic
incongruence (Som, 2015). Statistical tests and examination of model selection criterion (AIC)
revealed the existence of distinct topologies (Fig. 1), suggesting that these sequence partitions
have undergone different evolutionary histories and selective pressures. Interestingly, only
South American strains were consistently placed at a basal position (close to the root) in all
topologies. To investigate this pattern further and identify the common evolutionary history of
these genes, a consensus topology was inferred from the four ML-partitioned topologies (Fig.
2). This new tree supported the more ancestral status of South American isolates, with 35 out
of 44 samples located at the root of the tree. However, as expected in the presence of
conflicting phylogenetic signal, this tree was only partially resolved, and strains from other
locations (China: 12 samples; Africa: 7 samples) also belonged to the large basal
multifurcation.
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Fig 1. Maximum likelihood phylogenies for 5 molecular markers.

Different topologies are supported by the four data partitions. The different rates of evolution
are indicated by the different scales of branch lengths. The trees were rooted with the outgroup
and the long branch leading to the outgroup is shown broken. The strains from South America
are shown in blue.
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Fig. 2. Consensus tree built from the four trees in Figure 1.

The strains from South America are shown in blue. If a haplotype (unique sequence over the
five genes) was observed in a single strain, its reference number is shown; otherwise the
geographic origins of the strains (and frequencies within parentheses) are indicated.
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3.3. On the geographic origin of T. gondii

As a complementary analysis, we used a geostatistical approach previously employed for
identifying the origin of Plasmodium falciparum, the main etiologic agent of malaria (Tanabe et
al., 2010, 2013b; Mita and Jombart, 2015). This method identifies likely geographic origins as
the locations from which patterns of decrease in genetic diversity, expected to be observed
due to repeated migration and founder effects, are most consistent (Tanabe et al., 2010).
Because of the low level of polymorphism observed in the sequenced genes and the highly
clonal nature of T. gondii, haplotype richness was used as a measure of genetic diversity within
populations (S3 Table). Testing a large number of hypothetical origins across the world, this
approach identified South America, and more specifically Colombia as the most likely origin
(r=-0.81, p=0.9x10*, Fig. 3). While substantial uncertainty remains about the exact location,
this analysis brings strong support to a South American origin for T. gondii suggested by the
phylogenetic approach. Our results further suggest that T. gondii initially spread through the
Americas and then colonized Asia and Europe via the Bering Strait, before entering Africa
through two different migration routes (Fig. 3).

Correlation
0.8

0.4

0
-0.4

-0.8

Fig 3. Historical spread of Toxoplasma gondii inferred from five molecular markers.
Haplotype diversity within populations (grey circles) is correlated to the geographic distance
from various origins, indicated using color shading (see legend). Strong negative correlations
(red shading) indicate substantial loss of diversity inferred from the corresponding location.
The best supported origin (plain dot) corresponds to strongest loss of diversity (i.e. lowest
correlation), indicated in inset. The corresponding shortest path from the origin to the various
populations is indicated by plain black lines.

3.4. Time to the most recent common ancestor (Turca) of T. gondii.

To understand the processes which may have led to a pandemic radiation of T. gondii from
South America, the emergence of this ancestral, highly successful lineage has to be dated. To
this end, we derived estimates of time to the most recent common ancestor (MRCA) of the
extant strains using standard molecular approaches. While confidence intervals indicated
substantial uncertainty, overall results suggest that the MRCA of T. gondii appeared around
1.5 My ago (Table 1). This emergence is much more recent that the existence of T. gondii
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itself, estimated to have diverged from its closest ancestor Hammondia hammondi some 11
My ago (Morrison et al., 2004).

Table 1. Estimates of the time to the most recent common ancestor (TMRCA) of
Toxoplasma gondii with three different methods on the introns of UPRT genes.

Method TMRCA (Ma) [95% CI]
Molecular dating 1.59 [0.00-3.46]
Coalescent 1.26 [0.94-1.57]
Nuc. div. (m) 1.20 [0.00-2.44]

Nuc. div.: nucleotide diversity.
4. Discussion

A major event occurred in the evolutionary history of T. gondii which led to a selective sweep
about 1.5 My ago. We hypothesized that an ancestral form of T.gondiiwas introduced in South
America through the migration of Felidae after the emergence of the Isthmus of Panama about
2 to 3 My ago, at the end of Pliocene (O’Brien et al., 2008). It is believed that Felidae species
quickly expanded after their arrival and diversified into the “ocelot” lineage in South America.
Interestingly the Muridae, potential intermediate hosts for T. gondii, also showed extensive
diversification in South America with the appearance of several genera (Webb, 2006) around
the same time. As previously suggested (Webb, 2006), we posit that this expansion,
diversification and mixing of host populations favoured the accumulation of genetic diversity in
T. gondii, which eventually led to a selective sweep by a highly successful mutant lineage.

The selective pressures underlying this selective sweep can be debated. Previous work
attributed this radiation to the emergence of transmission through carnivorism (i.e., oral
infectivity of tissue cysts) between intermediate hosts in clonal strains 10,000 years ago (Su
et al., 2003). However, oral infectivity was shown to be also a trait of many South American
strains (Carme et al., 2002; Khan et al., 2007). Because South American strains were the first
to diverge from the MRCA, it is likely that transmission by carnivorism evolved earlier than the
apparition of clonal lineages. This trait conferred a better transmission of the current form of T.
gondii which likely outcompeted the ancestral form arriving in South America with Felidae. The
transmission of T. gondii between its different hosts would allow some genotypes to migrate
to North America, then to go through the Bering Strait to colonize Asia, Europe and Africa. The
current population structure of T. gondii with a predominance of a few successful clonal strains
in Africa, Asia and Europe, is likely to be the consequence of the recent expansion of the
domestic cat, an Old World species until the sixteenth century, that tremendously amplified a
specific subset of pre-adapted genotypes (Muller and Howard, 2016).

In addition to being the likely origin of modern T. gondii strains, South America also suffers
from the highest burden of toxoplasmosis. Prevalence, incidence, and severity of acquired and
congenital ocular toxoplasmosis (OT) in some areas of Brazil, Colombia, and Argentina are
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considerably higher than anywhere else, which makes OT a genuine public health issue in
South America (Glasner et al., 1992; de-la-Torre et al., 2008; Gilbert et al., 2008; Rudzinski et
al., 2016). Because South America is also the hotspot of T. gondiis genetic diversity, it has
been hypothesized that severe forms of toxoplasmosis may be the consequence of poor
adaptation of the human host to the unusual diversity of strains in this part of the world,
resulting in impaired immune response and, thus, a more aggressive disease ( Khan et al.,
2006; Gilbert et al., 2008; Demar et al., 2012; de-la-Torre et al., 2013; Rudzinski et al., 2016).
The societal and economic costs of care for symptomatic cases of congenital toxoplasmosis
can be considerable but the cost-effectiveness of national routine prenatal screening and
treatment program are still debated (Wallon et al., 1999; Jones et al., 2014). There is a need
for randomized placebo-controlled trials to help determine the effectiveness of these
interventions.

5. Conclusion

Our reconstruction of T. gondii's phylogeography provides a new framework for understanding
patterns of genetic diversity in sampled populations of the parasite, and for predicting diversity
in unsampled locations. Because genetic diversity seems to impact directly the severity of the
disease, our results can be used as a basis for explaining geographic heterogeneities in
disease burden, and identifying priority targets for potential future interventions.
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Annexe 2. Supplementary Information de I’article Annexe 1

Annexe 2.1. S1 Table : Year of isolation, geographic data, host origin, and
microsatellite analysis of 168 Toxoplasma gondii isolates used in this study
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Isolate (Toxoplasma Ngme in . Latitgde Longitude
BRC code number) this Year Population Country (decimal (decimal Host

study degree) degree)
TgSpEt23 ETHO1 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Sheep (Ovis aries)
TgGtEt05 ETHO2 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Goat (Capra aegagrus hircus)
TgSpEt18 ETHO3 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Sheep (Ovis aries)
TgSpEt25 ETHO4 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Sheep (Ovis aries)
TgGtEt08 ETHOS5 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Goat (Capra aegagrus hircus)
TgSpEt06 ETHO6 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.953888 37.859722 Sheep (Ovis aries)
TgSpEt08 ETHO7 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.953888 37.859722 Sheep (Ovis aries)
TgGtEt19 ETHO8 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Goat (Capra aegagrus hircus)
TgGtEtO1 ETHO9 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.953888 37.859722 Goat (Capra aegagrus hircus)
TgGtEt14 ETH10 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Goat (Capra aegagrus hircus)
TgGtEt02 ETH11 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.953888 37.859722 Goat (Capra aegagrus hircus)
TgGtEt04 ETH12 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.953888 37.859722 Goat (Capra aegagrus hircus)
TgSpEt26 ETH13 2011 Africa / Ethiopia  Ethiopia 8.98 39.927499 Sheep (Ovis aries)
GAB1-GAL-DOMO06- GAB0O1 2007  Africa/ Gabon Gabon -1.87445 12,7317 Chicken (Gallus gallus
(TgA105015) domesticus)
GAB1-GAL-DOM11- GAB0O2 2007  Africa/ Gabon Gabon -1.87668 12,73167 Chicken (Gallus gallus
(TgA105016) domesticus)
(G_éi: —OCS,SI;?EGOES— GAB03 2007 Africa / Gabon Gabon -1.87221 12,73042 Goat (Capra aegagrus hircus)
GAB1-GAL-DOM13- GAB04 2007  Africa/ Gabon Gabon -1.88041 12,73082 Chicken (Gallus gallus
(TgA105018) domesticus)
GAB2-GAL-DOMO06- GAB05 2007  Africa/ Gabon Gabon 0.60260 12,93903 Chicken (Gallus gallus
(TgA105040) domesticus)
GAB4-GAL-DOMO1- GAB06 2007  Africa/ Gabon Gabon -0.10031 11,60844 Chicken (Gallus gallus
(TgA105053) domesticus)
GAB2-GAL-DOMO02- GABO07 2007  Africa/ Gabon Gabon 0.57989 12,88778 Chicken (Gallus gallus
(TgA105004) domesticus)
GAB2-GAL-DOMO1- GAB08 2007  Africa/ Gabon Gabon 0.57989 12,88778 Chicken (Gallus gallus
(TgA105037) domesticus)
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Isolate (Toxoplasma Ngme in . Latitgde Longitude
BRC code number) this Year Population Country (decimal (decimal Host

study degree) degree)
GAB1-GAL-DOM10- GAB09 2007  Africa/ Gabon Gabon -1.88393 12,73 Chicken (Gallus gallus
(TgA105003) domesticus)
GAB3-GAL-DOMO08- GAB10 2007  Africa/ Gabon Gabon 0.42664 9,47009 Chicken (Gallus gallus
(TgA105052) domesticus)
GAB5-GAL-DOMO03- GAB11 2007  Africa/ Gabon Gabon -1.63918 13,58253 Chicken (Gallus gallus
(TgA105055) domesticus)
GAB3-GAL-DOMO02- GAB12 2007  Africa/ Gabon Gabon 0.36838 9,48341 Chicken (Gallus gallus
(TgA105001) domesticus)
GAB3-GAL-DOM11- GAB13 2007 Africa / Gabon Gabon 0.41103 9,43892 Chicken (Gallus gallus
(TgA105043) domesticus)
GAB5-GAL-DOMO1- GAB14 2007 Africa / Gabon Gabon -1.64170 13,57267 Chicken (Gallus gallus
(TgA105002) domesticus)
TONT CARO1 1992  Caribbean Guadeloupe 16.26166 -61.512777 Human / Congenital
TgCatPr09 CAR02 2004 Caribbean Puerto Rico  18.08139 -67.89444 Cat (Felis silvestris catus)
TgH16001 CAR03 2007 Caribbean Martinique 14.6222 -61.0561 Human / AIDS
TgH40001 CAR04 2009  Caribbean Haiti 18.5508 -72.2525 Human / AIDS
TgCatPr07 CAR0O5 2004 Caribbean Puerto Rico  18.08139 -67.89444 Cat (Felis silvestris catus)
TgCatPr08 CAR06 2004 Caribbean Puerto Rico  18.08139 -67.89444 Cat (Felis silvestris catus)
ENVL-2002-MAC CAR0O7 2002 Caribbean Barbados 13.15055 -59.5461 Macaque (Cynomolgus sp)
TgH40002 CAR08 2010 Caribbean Guadeloupe 16.26166 -61.512777 Human / Congenital
TgH16010 CAR09 2013 Caribbean Martinique 14.5761 -60.97333 Human / Congenital
TgCatStk07a CAR10 2006 Caribbean Saint Kitts 17.29889 -62.72278 Cat (Felis silvestris catus)

and Nevis

TgH13006 CAR11 2005 Caribbean Guadeloupe 16.26166 -61.512777 Human / BMT
TgCatPr06 CAR12 2004 Caribbean Puerto Rico  18.08139 -67.89444 Cat (Felis silvestris catus)
TgCatPr10 CAR13 2004 Caribbean Puerto Rico  18.08139 -67.89444 Cat (Felis silvestris catus)
TgH16012 CAR14 2014 Caribbean Martinique 14.6222 -61.0561 Human / AIDS
TgWolfMN20 MINO1 2011 North America/  USA 46,81237 -94,28989 Gray wolf (Canis lupus)
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Isolate (Toxoplasma Name in Latitude Longitude
BRC code nu?nber) this Year Population Country (decimal (decimal Host
study degree) degree)

TgWitdUs10 MINO2 2007  North America/ USA 48.54694 -95.60250 White-tailed deer (Odocoileus
Minnesota virginianus)

TgWtdUs08 MINO3 2007 North America/  USA 48.54694 -95.60250 White-tailed deer (Odocoileus
Minnesota virginianus)

TgWolfMN11 MINO4 2010 North America/  USA 47,8083 -94,67914 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWolfMN29 MINO5 2011 North America/  USA 46,58417 -92,51895 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWolfMN19 MINO6 2010 North America/  USA 47,04742 -91,67799 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWoIfMN13 MINO7 2010 North America/  USA 45,96829 -92,76389 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWolfMN28 MINO8 2011 North America/  USA 46,68661 -92,81987 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWolfMN26 MINO9 2011 North America/  USA 46,66622 -94,77565 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWolfMN12 MIN10 2010 North America/  USA 47,8763 -93,64966 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWolfMN27 MIN11 2011 North America/  USA 46,70925 -94,73335 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgWolfMN25 MIN12 2011 North America/  USA 46,00503 -92,54156 Gray wolf (Canis lupus)
Minnesota

TgFoxPa03 PENO1 2011 North America/  USA 39.8697222 -77.222 Red fox (Vulpes vulpes)
Pennsylvania

TgCoPa08 PENO2 2011 North America/ USA 41.350277  -77.022 Coyote (Canis latrans)
Pennsylvania

TgCoPa05 PENO3 2011 North America/  USA 40.9666 -78.435 Coyote (Canis latrans)
Pennsylvania

TgCoPa01 PENO4 2012 North America/  USA 41.81472 -75.80388 Coyote (Canis latrans)
Pennsylvania
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Isolate (Toxoplasma Ngme in . Latitgde Longitude
BRC code number) this Year Population Country (decimal (decimal Host
study degree) degree)

TgFoxPa10 PENO5 2011 North America/  USA 40.043888 -75.19666 Red fox (Vulpes vulpes)
Pennsylvania

TgCoPa07 PENO6 2011 North America/  USA 41.9966 -80.03055 Coyote (Canis latrans)
Pennsylvania

TgCoPa04 PENO7 2011 North America/  USA 40.9666 -78.435 Coyote (Canis latrans)
Pennsylvania

TgCoPa02 PENO8 2012 North America/  USA 41.44083 -76.50861 Coyote (Canis latrans)
Pennsylvania

TgCoPa03 PENO9 2011 North America/  USA 41.50055 -76.00833 Coyote (Canis latrans)
Pennsylvania

TgWTDPa06 PEN10 2011 North America/  USA 40.043888 -75.19666 White-tailed deer (Odocoileus
Pennsylvania virginianus)

TgFoxPa06 PEN11 2011 North America/  USA 39.8697222 -77.222 Red fox (Vulpes vulpes)
Pennsylvania

TgGoosePa01 PEN12 2011 North America/  USA 40.043888 -75.19666 Canada Goose (Branta
Pennsylvania canadensis)

TgJagBr01 BRNO1 2009 South America/  Brazil -8,05 -34,88 Jaguarundi (Puma
Northeast Brazil yagouaroundi)

TgCkBr181 BRNO2 2007  South America/ Brazil -4,97 -39,01 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgCkBr172 BRNO3 2007 South America/  Brazil -3,74 -43,36 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgDonkeyBr01 BRNO4 2011 South America/  Brazil -5,18 -37,34 Donkey (Equus africanus
Northeast Brazil asinus)

TgOncBro1 BRNO5 2010 South America/  Brazil -8,05 -34,88 Oncilla (Leopardus tigrinus)
Northeast Brazil

TgCkBr180 BRNO6 2007  South America/ Brazil -4,97 -39,01 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgCkBr167 BRNO7 2007  South America/ Brazil -6,70333 -36,94444 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)
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Isolate (Toxoplasma Ngme in . Latitgde Longitude
BRC code number) this Year Population Country (decimal (decimal Host
study degree) degree)

TgCkBr176 BRNO8 2007 South America/  Brazil -11,09167 -40,43306 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgCkBr179 BRNO9 2007 South America/ Brazil -4,13 -38,23 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgCkBr183 BRN10 2007  South America/ Brazil -10,68 -37,42 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgCkBr184 BRN11 2007 South America/  Brazil -10,18 -36,84 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgCkBr170 BRN12 2007 South America/  Brazil -5,07972 -37,61667 Chicken (Gallus gallus
Northeast Brazil domesticus)

TgCpBro3 BRS01 2005 South America/  Brazil -20,89944 -51,37833 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

TgCatBr52 BRS02 2003 South America/  Brazil -22,19 -46,74 Cat (Felis silvestris catus)
Southeast Brazil

TgCpBr30 BRS03 2005 South America/  Brazil -23,54 -46,63 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

TgCpBr25 BRS04 2005 South America/  Brazil -23,54 -46,63 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

TgCpBri8 BRS05 2005 South America/  Brazil -20,47 -49,77 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

TgCatBr60 BRS06 2003 South America/ Brazil -20,32139 -48,31222 Cat (Felis silvestris catus)
Southeast Brazil

TgCpBr20 BRS07 2005 South America/  Brazil -20,47 -49,77 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

TgShBr16 BRS08 2005 South America/  Brazil -23,11 -47,71 Sheep (Ovis aries)
Southeast Brazil

TgCpBro9 BRS09 2005 South America/  Brazil -22,48 -47,45 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

TgCpBr33 BRS10 2005  South America/ Brazil -21,22 -50,86 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 114

(@) s¥-NC-ND |



(@) s¥-NC-ND |

Isolate (Toxoplasma Ngme in . Latitgde Longitude
BRC code number) this Year Population Country (decimal (decimal Host
study degree) degree)

TgCpBr27 BRS11 2005 South America/  Brazil -23,54 -46,63 Capybara (Hydrochaeris
Southeast Brazil hydrochaeris)

TgCatBr69 BRS12 2003 South America/ Brazil -21,99 -47 42 Cat (Felis silvestris catus)
Southeast Brazil

TgCatBr42 BRS13 2003  South America/ Brazil -20,71361 -48,53556 Cat (Felis silvestris catus)
Southeast Brazil

TgCatBr71 BRS14 2003 South America/ Brazil -21,99 -47,42 Cat (Felis silvestris catus)
Southeast Brazil

TgCatBr55 BRS15 2003 South America/  Brazil -22,19 -46,74 Cat (Felis silvestris catus)
Southeast Brazil

TgH18007 GUY01 2003 South America/  French 5.15 -53.766666 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

GUY-GAL-VIT-01- GUY02 2009 South America/  French 4.891341 -52.348726 Grison (Galictis vittata)

(TgA18005) Guiana shield Guiana

GUY-JAG1-(TgA18001) GUY03 2004 South America/  French 4.309389 -52.378005 Jaguar (Panthera onca)
Guiana shield Guiana

TgH18006 GUY04 2003 South America/  French 4.3577 -53.23055 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH00002 GUY05 1991 South America/  French 4.3577 -53.23055 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH18008 GUY06 2004 South America/  Suriname 5.460021 -54.099640 Human / Amazonian
Guiana shield toxoplasmosis

GUY-CAN-FAM-07- GUY07 2009 South America/  French 4.726325 -52.326405 Dog (Canis lupus familiaris)

(TgA18006) Guiana shield Guiana

TgH18009 GUY08 2004 South America/  French 5.271795 -54.258728 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH18013 GUY09 2004 South America/  French 4.82274 -53.276409 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH00009 GUY10 1997 South America/  French 4.3577 -53.23055 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 115



Isolate (Toxoplasma Ngme in . Latitgde Longitude
BRC code number) this Year Population Country (decimal (decimal Host
study degree) degree)

TgH42001 GUY11 2010 South America/  French 4.766 -52.4866 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH18028 GUY12 2007 South America/  French 3.433378 -53.966817 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH18054 GUY13 2012 South America/  French 4.32055 -52.139166 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH18021 GUY14 2006 South America/  Suriname 4.857601 -54.473208 Human / Amazonian
Guiana shield toxoplasmosis

TgH18057 GUY15 2014 South America/  French 3.8977 -51.8355 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH18049 GUY16 2011 South America/  French 3.6711 -54.0033 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgH19006 GUY17 2012 South America/  French 3.6711 -54.0033 Human / Amazonian
Guiana shield Guiana toxoplasmosis

TgCatCHNO1 CHI01 2014 Asia / China China 35.410277  113.9747222 Cat (Felis silvestris catus)

TgCtxz03 CHI02 <2013 Asia/ China China 34.20333 117.28444 Cat (Felis silvestris catus)

TgCtxz01 CHIO3 <2013 Asia/ China China 34.20333 117.28444 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatCHNO3 CHIO4 2014 Asia / China China 34.74722 113.6477 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatBj02 CHIO05 2010 Asia / China China 39.96 116.29805 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatCZg03 CHI06 2014  Asia/China China 28.979166  120.13166 Cat (Felis silvestris catus)

TgCtwh03 CHIO7 <2011 Asia/ China China 30.5525 114.27139 Cat (Felis silvestris catus)

TgCtwh06 CHI08 <2011 Asia/ China China 30.5525 114.27139 Cat (Felis silvestris catus)

TgCtxz06 CHI09 <2013 Asia/China China 34.20333 117.28444 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatCZg05 CHI10 2014  Asia/China China 28.979166  120.13166 Cat (Felis silvestris catus)

TgCtxz02 CHI11 <2013 Asia/ China China 34.20333 117.28444 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatCZg02 CHI12 2014  Asia/China China 28.979166  120.13166 Cat (Felis silvestris catus)

TgCtwh14 CHI13 <2013 Asia/ China China 30.5525 114.27139 Cat (Felis silvestris catus)

TgGZ02 CHI14 2012 Asia / China China 26.65056 106.62444 Pig (Sus scrofa domesticus)
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study degree) degree)

TgCatTr_Izmir06 TURO1 2011 Asia / Turkey Turkey 38.41388 27.14388 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir22 TURO2 2012  Asia/ Turkey Turkey 38.4777 27.097222 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir09 TURO3 2011 Asia / Turkey Turkey 38.41388 27.14388 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir18 TURO4 2012  Asia/ Turkey Turkey 38.4777 27.097222 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir12 TUROS 2012 Asia / Turkey Turkey 38.4777 27.097222 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir11 TURO6 2012 Asia / Turkey Turkey 38.41388 27.14388 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir02 TURO7 2011 Asia / Turkey Turkey 38.402499 27.03861 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir03 TURO8 2011 Asia / Turkey Turkey 38.41388 27.14388 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir19 TUR09 2012 Asia / Turkey Turkey 38.4777 27.097222 Cat (Felis silvestris catus)

TgCatTr_izmir20 TUR10 2012 Asia / Turkey Turkey 38.4777 27.097222 Cat (Felis silvestris catus)

Ankara-(TgH102001) TUR11 1972 Asia / Turkey Turkey 39.936944  32.846944 Human (congenital)

TgPiPro2 PORO1 2005 Europe / Portugal Portugal 41.83083 -7.00917 Pig (Sus scrofa domesticus)

TgCkPr16 POR02 2005 Europe / Portugal Portugal 41.53333 -8.61667 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkPro2 POR03 2005 Europe / Portugal Portugal 41.28056 -8.66833 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkPr01 POR04 2005 Europe / Portugal Portugal 40.25417 -8.75472 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgPiPr14 POR05 2005 Europe / Portugal Portugal 41.83083 -7.00917 Pig (Sus scrofa domesticus)

TgCkPr04 POR06 2005 Europe / Portugal Portugal 41.28056 -8.66833 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkPro3 POR0O7 2005 Europe / Portugal Portugal 41.28056 -8.66833 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgPiPr07 POR08 2005 Europe / Portugal Portugal 41.83083 -7.00917 Pig (Sus scrofa domesticus)

TgPiPr05 POR09 2005 Europe / Portugal Portugal 41.83083 -7.00917 Pig (Sus scrofa domesticus)

TgPiPr13 POR10 2005 Europe / Portugal Portugal 41.83083 -7.00917 Pig (Sus scrofa domesticus)

TgCkPr11 POR11 2005 Europe / Portugal Portugal 40.68917 -8.47972 Chicken (Gallus gallus
domesticus)
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study degree) degree)

TgPiPr09 POR12 2005 Europe / Portugal Portugal 41.83083 -7.00917 Pig (Sus scrofa domesticus)

FR-OVI-ARI056- FRAO1 2007 Europe / France  France 43.268055 -0.37944 Sheep (Ovis aries)

(TgA32122)

FR-OVI-ARI049- FRAO2 2007 Europe / France  France 43.268055 -0.37944 Sheep (Ovis aries)

(TgA32115)

FR-OVI-ARI026- FRAO3 2007 Europe / France  France 43.23388 0.14611 Sheep (Ovis aries)

(TgA32092)

FR-OVI-ARI021- FRA04 2007 Europe / France  France 44.158055 6.084166 Sheep (Ovis aries)

(TgA32088)

FR-OVI-ARI050- FRAO5 2007 Europe / France  France 43.268055 -0.37944 Sheep (Ovis aries)

(TgA32116)

FR-OVI-ARI042- FRAO6 2007 Europe / France  France 44.4422 1.546944 Sheep (Ovis aries)

(TgA32108)

FR-OVI-ARI029- FRA07 2007 Europe / France  France 44.405 4.9388 Sheep (Ovis aries)

(TgA32095)

FR-OVI-ARI027- FRA08 2007 Europe / France  France 44.405 4.9388 Sheep (Ovis aries)

(TgA32093)

FR-OVI-ARI033- FRA09 2007 Europe / France  France 46.007222  0.208333 Sheep (Ovis aries)

(TgA32099)

FR-OVI-ARI025- FRA10 2007 Europe / France  France 43.23388 0.14611 Sheep (Ovis aries)

(TgA32091)

FR-OVI-ARI043- FRA11 2007 Europe / France  France 44.4422 1.546944 Sheep (Ovis aries)

(TgA32109)

FR-OVI-ARI022- FRA12 2007 Europe / France  France 44158055 6.084166 Sheep (Ovis aries)

(TgA32129)

TgCkAt14 AUSO01 2004 Europe / Austria  Austria 47.33417 15.95806 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt30 AUS02 2004 Europe / Austria  Austria 46.72583 15.23806 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt06 AUS03 2004 Europe / Austria  Austria 46.80667 15.31444 Chicken (Gallus gallus
domesticus)
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Isolate (Toxoplasma Name in Latitude Longitude

this Year Population Country (decimal (decimal Host

BRC code number) study degree) degree)

TgCkAt32 AUS04 2004 Europe / Austria  Austria 46.72583 15.23806 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt46 AUS05 2004 Europe / Austria  Austria 46.72583 15.23806 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt07 AUS06 2004 Europe / Austria  Austria 46.80667 15.31444 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt17 AUS07 2004 Europe / Austria  Austria 46.82417 15.3175 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt27 AUS08 2004 Europe / Austria  Austria 46.72583 15.23806 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt20 AUS09 2004 Europe / Austria  Austria 46.82417 15.3175 Chicken (Gallus gallus
domesticus)

TgCkAt08 AUS10 2004 Europe / Austria  Austria 46.87194 15.90278 Chicken (Gallus gallus
domesticus)
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Isolate (Toxoplasma

BRC code number) Microsatellite markers Ref.
TUB2 W35 TgM-A B18 Bi17 M33 MIV.1 MXI1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83

TgSpEt23 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 147 111 271 089 312 [1, 2]
TgGtEt05 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 147 113 267 089 312 [1, 2]
TgSpEt18 289 242 207 158 336 169 274 356 211 176 140 109 267 091 308 [1, 2]
TgSpEt25 289 242 207 158 336 169 274 356 211 176 140 121 267 091 308 [1, 2]
TgGtEt08 289 242 207 158 336 169 274 356 211 178 142 109 285 085 310 [1, 2]
TgSpEt06 289 242 207 158 336 169 274 356 213 176 140 115 265 117 308 [1,2]
TgSpEt08 289 242 207 158 336 169 274 356 213 178 140 115 265 089 308 [1, 2]
TgGtEt19 289 242 207 158 336 169 274 356 215 176 138 117 267 099 312 [1,2]
TgGtEtO1 289 242 207 158 336 169 274 356 225 172 142 117 259 093 308 [1, 2]
TgGtEt14 289 242 207 158 336 169 274 356 233 176 140 113 269 097 312 [1,2]
TgGtEt02 289 242 207 158 336 169 274 356 235 176 138 115 279 099 312 [1, 2]
TgGtEt04 289 242 207 158 336 169 274 356 237 176 140 113 273 093 312 [1, 2]
TgSpEt26 289 242 207 158 336 169 274 356 239 176 138 115 281 097 310 [1, 2]
GAB1-GAL- 289 242 205 160 336 165 278 356 211 190 147 111 267 085 312 [3]
DOMO06-

(TgA105015)

GAB1-GAL- 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 145 111 273 089 312 [3]
DOM11-

(TgA105016)

GAB1-CAP-AEG06- 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 149 111 267 089 312 [3]
(TgA105011)

GAB1-GAL- 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 149 111 267 089 312 [3]
DOM13-

(TgA105018)

GAB2-GAL- 289 242 207 160 336 165 278 356 223 190 147 111 261 103 316 [3]
DOMO06-

(TgA105040)

GAB4-GAL- 291 242 205 160 336 165 278 356 213 190 145 111 269 089 306 [3]
DOMO1-

(TgA105053)
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Isolate (Toxoplasma

BRC Microsatellite markers Ref.
code number)
TUB2 W35 TgM-A B18 B17 M33 MIV.1 MXI.1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83

GAB2-GAL- 291 242 207 160 342 165 278 354 223 166 142 111 277 097 310 [3]

DOMO02-

(TgA105004)

GAB2-GAL- 291 242 207 160 342 165 278 354 223 166 142 111 279 097 310 [3]

DOMO1-

(TgA105037)

GAB1-GAL- 291 242 207 160 342 165 278 354 225 166 142 111 275 097 310 [3]

DOM10-

(TgA105003)

GAB3-GAL- 291 242 207 160 342 165 278 354 227 166 142 111 275 097 310 [3]

DOMO08-

(TgA105052)

GAB5-GAL- 291 242 207 160 342 165 278 356 225 166 142 111 271 093 310 [3]

DOMO03-

(TgA105055)

GAB3-GAL- 291 248 205 160 342 165 274 354 223 166 147 111 269 089 306 [3]

DOMO02-

(TgA105001)

GAB3-GAL- 291 248 205 160 342 165 274 354 223 166 147 111 273 087 304 [3]

DOM11-

(TgA105043)

GAB5-GAL- 291 248 205 160 342 165 274 354 231 166 149 111 277 087 306 [3]

DOMO1-

(TgA105002)

TONT 289 242 205 162 336 165 278 356 213 164 142 111 279 087 312 [4]

TgCatPr09 289 242 205 164 342 165 278 356 213 172 147 111 267 091 306 [5]

TgH16001 289 242 207 158 336 169 274 356 213 174 147 119 271 089 335 [6]

TgH40001 289 242 207 162 336 169 274 356 237 166 142 111 281 093 312 This
study

TgCatPr07 289 246 207 162 336 171 274 356 227 166 147 113 267 097 312 [5]

TgCatPr08 289 250 209 160 336 165 278 358 213 166 142 111 265 087 310 [5]
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Isolate (Toxoplasma

Microsatellite markers Ref.
BRC code number)
TUB2 W35 TgM-A B18 Bi17 M33 MIV.1 MXI1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83
ENVL-2002-MAC 291 242 205 160 336 165 278 356 213 190 142 111 277 087 312 [7]
TgH40002 291 242 205 162 336 165 278 356 211 164 147 109 277 087 312 This
stud
TgH16010 291 242 205 162 336 165 278 356 213 164 142 111 283 085 312 Thisy
stud
TgCatStk07a 291 242 205 162 342 165 278 356 211 164 142 109 277 087 312 [8] !
TgH13006 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 277 087 312 [6]
TgCatPr06 291 246 209 162 336 169 274 356 213 168 142 113 267 087 306 [5]
TgCatPr10 291 248 209 160 336 169 274 356 213 166 145 111 263 087 306 [5]
TgH16012 289 242 205 162 336 165 278 356 211 164 142 109 277 085 312 This
stud
TgWolfMN20 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 153 111 267 089 312 [9] !
TgWtdUs10 289 242 205 160 336 165 278 356 215 190 151 111 259 093 312 [10]
TgWitdUs08 289 242 207 160 336 169 274 356 227 190 142 111 269 103 310 [10]
TgWolfMN11 289 242 209 160 336 169 274 362 215 170 147 113 281 091 318 [9]
TgWolfMN29 289 242 209 160 336 169 274 362 215 170 151 113 291 101 320 [9]
TgWolfMN19 289 242 211 160 336 169 274 360 227 170 NA 127 283 111 324 [9]
TgWolfMN13 289 242 211 160 336 169 274 362 215 170 151 113 279 101 314 [9]
TgWolfMN28 289 242 211 160 336 169 274 362 225 178 NA 113 273 113 314 [9]
TgWolfMN26 289 242 211 160 336 169 274 362 239 172 145 111 283 111 316 [9]
TgWolfMN12 289 242 211 162 336 169 274 362 217 170 149 111 295 093 316 [9]
TgWolfMN27 289 242 211 162 336 169 274 362 223 170 153 113 295 105 314 [9]
TgWolfMN25 289 242 211 162 336 169 274 362 225 170 151 111 279 109 314 [9]
TgFoxPa03 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 142 111 269 089 312 [11]
TgCoPa08 289 242 207 158 336 169 274 356 213 174 142 123 271 097 310 [11]
TgCoPa05 289 242 207 158 336 169 274 356 215 174 140 119 261 099 308 [11]
TgCoPa01 289 242 207 158 336 169 274 356 235 174 142 121 261 093 310 [11]
TgFoxPa10 289 242 207 162 336 169 274 356 213 170 142 111 301 103 316 [11]
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Isolate (Toxoplasma

BRC code number) Microsatellite markers Ref.
TUB2 W35 TgM-A B18 Bi17 M33 MIV.1 MXI1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83

TgCoPa07 289 242 211 160 336 169 274 356 213 178 145 111 267 109 316 [11]
TgCoPa04 289 242 211 160 336 169 274 362 213 172 149 113 285 095 331 [11]
TgCoPa02 289 242 211 160 336 169 274 362 225 170 166 113 295 093 310 [11]
TgCoPa03 289 242 211 162 336 169 274 360 237 172 151 111 269 117 316 [11]
TgWTDPa06 289 242 213 160 336 169 274 356 215 182 145 111 269 101 316 [11]
TgFoxPa06 289 248 209 160 336 165 278 356 213 166 149 107 265 087 306 [11]
TgGoosePa01 291 242 209 160 336 165 278 356 209 190 149 111 263 087 306 [11]
TgJagBr01 289 242 205 162 344 165 278 358 235 164 138 111 263 091 312 [12]
TgCkBr181 289 242 205 164 344 165 278 356 223 172 140 111 267 087 312 [13, 14]
TgCkBr172 289 242 207 160 348 169 278 356 213 196 149 111 265 087 308 [183, 14]
TgDonkeyBr01 291 242 205 156 348 169 278 358 213 170 140 111 263 121 314 [15]
TgOncBro1 291 242 205 160 342 165 278 356 227 166 147 111 281 093 308 [16]
TgCkBr180 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 277 087 312 [13, 14]
TgCkBr167 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 281 087 314 [13, 14]
TgCkBr176 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 277 087 312 [13, 14]
TgCkBr179 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 277 087 312 [13, 14]
TgCkBr183 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 277 087 312 [13, 14]
TgCkBr184 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 277 087 312 [13, 14]
TgCkBr170 291 242 205 162 342 165 278 356 213 164 142 109 277 089 312 [13, 14]
TgCpBro3 289 238 205 162 350 169 276 356 215 172 140 117 322 109 320 [17,18]
TgCatBr52 289 242 205 160 342 165 278 358 231 164 145 111 316 089 308 [19]
TgCpBr30 289 242 205 160 344 165 278 356 227 190 142 111 293 091 333 [17,18]
TgCpBr25 289 242 205 160 344 165 278 356 227 190 142 111 295 091 331 [17,18]
TgCpBri18 289 242 205 160 348 165 278 356 213 190 142 111 261 127 310 [17,18]
TgCatBr60 289 242 205 160 348 165 278 356 213 190 142 111 263 107 312 [19]
TgCpBr20 289 242 205 160 348 165 278 356 213 190 142 111 263 123 310 [17,18]
TgShBr16 289 242 207 160 338 165 278 356 227 190 136 105 263 095 310 [20, 21]
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Isolate (Toxoplasma

Microsatellite markers Ref.
BRC code number)
TUB2 W35 TgM-A B18 Bi17 M33 MIV.1 MXI1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83
TgCpBro9 291 242 205 160 342 165 278 354 229 166 140 111 271 091 308 [17,18]
TgCpBr33 291 242 205 160 342 165 278 356 229 174 140 111 265 091 314 [17,18]
TgCpBr27 291 242 205 160 360 165 278 356 233 166 149 111 263 091 308 [17,18]
TgCatBr69 291 242 205 162 342 165 278 356 233 166 166 111 265 091 341 [19]
TgCatBr42 291 248 205 160 342 165 274 354 229 166 147 111 273 089 308 [19]
TgCatBr71 291 248 205 160 342 165 274 354 233 166 149 111 271 089 308 [19]
TgCatBr55 291 248 207 160 342 169 272 356 249 166 145 111 267 089 312 [19]
TgH18007 289 242 203 158 344 171 272 356 209 182 149 121 265 089 317 [7]
GUY-GAL-VIT-01- 289 242 203 160 336 165 272 356 213 176 140 105 279 087 312 [22]
(TgA18005)
GUY-JAG1- 289 242 203 160 336 169 274 358 209 176 142 111 257 107 341 [23]
(TgA18001)
TgH18006 289 242 203 160 344 165 276 356 211 168 142 109 271 087 320 [24]
TgHO00002 289 242 205 170 360 167 274 356 223 190 142 109 259 085 312 [25]
TgH18008 289 246 203 158 338 167 276 354 213 168 138 111 281 093 318 [26]
GUY-CAN-FAM-07- 289 246 209 160 342 173 272 356 239 168 138 113 261 087 312 [22]
(TgA18006)
TgH18009 291 242 203 160 338 167 274 356 209 188 138 115 263 091 312 This
stud
TgH18013 291 242 203 160 346 167 272 356 217 170 147 127 257 085 310 Thisy
stud
TgHO00009 291 242 203 162 344 167 276 356 217 170 142 113 277 091 308 [27, );]
TgH42001 201 246 203 158 346 169 272 356 229 172 142 105 261 105 316 [28]
TgH18028 291 246 203 160 326 167 276 356 211 178 147 111 259 087 306 This
stud
TgH18054 291 246 203 162 348 165 272 356 221 170 142 107 261 091 318 ThiSy
stud
TgH18021 291 246 205 166 334 167 272 356 213 174 151 107 267 087 325 ThiSy
study
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Isolate (Toxoplasma

Microsatellite markers Ref.
BRC code number)
TUB2 W35 TgM-A B18 Bi17 M33 MIV.1 MXI1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83
TgH18057 291 248 209 160 342 165 278 354 209 166 140 113 277 095 304 This
stud
TgH18049 293 242 203 162 344 167 274 358 217 176 138 115 273 085 316 ThiSy
stud
TgH19006 293 246 203 162 344 171 272 356 211 182 138 105 267 091 302 Thisy
stud
TgCatCHNO1 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 147 111 265 089 312 [29] ’
TgCtxz03 289 242 207 160 346 169 274 356 213 174 140 129 259 107 306 [30]
TgCitxz01 291 248 209 160 342 169 274 358 209 166 145 119 265 089 306 [30]
TgCatCHNO3 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 130 111 277 087 308 [29]
TgCatBj02 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 130 111 283 093 306 [31]
TgCatCZg03 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 130 111 289 097 306 [29]
TgCtwh03 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 145 111 273 093 306 [32]
TgCtwh06 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 145 111 287 093 306 [32]
TgCtxz06 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 145 111 297 095 306 [30]
TgCatCZg05 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 145 111 303 093 306 [29]
TgCtxz02 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 145 113 285 091 308 [30]
TgCatCZg02 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 145 125 287 091 308 [29]
TgCtwh14 293 242 211 160 336 169 274 354 215 172 145 125 297 091 308 [30]
TgGZ02 293 242 211 160 336 169 274 354 219 172 130 111 279 093 308 [33]
TgCatTr_izmirOG 289 242 207 158 336 169 274 356 211 176 140 123 275 085 314 [34]
TgCatTr_izmir22 289 242 207 158 336 169 274 356 213 172 145 111 267 097 310 [34]
TgCatTr_izmirOQ 289 242 207 158 336 169 274 356 213 178 140 119 295 101 310 [34]
TgCatTr_izmir1 8 289 242 207 158 336 169 274 356 215 174 140 125 261 087 314 [34]
TgCatTr_izmir1 2 289 242 207 158 336 169 274 356 215 178 138 109 297 109 310 [34]
TgCatTr_izmir1 1 289 242 207 158 336 169 274 356 223 176 142 127 277 085 314 [34]
TgCatTr_izmir02 289 242 207 158 336 169 274 356 227 172 145 131 263 099 310 [34]
TgCatTr_izmir03 289 242 207 158 336 169 274 356 227 176 140 115 279 095 312 [34]
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Isolate (Toxoplasma

Microsatellite markers Ref.
BRC code number)
TUB2 W35 TgM-A B18 Bi17 M33 MIV.1 MXI1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83

TgCatTr_izmir1 9 289 242 207 158 336 169 274 356 231 174 142 111 263 097 314 [34]
TgCatTr_izmir20 289 242 207 158 336 169 274 356 241 176 140 113 271 089 310 [34]
Ankara- 291 248 205 160 342 165 274 354 227 166 147 111 297 091 310 [35]
(TgH102001)

TgPiPr02 289 242 205 160 336 165 278 356 209 192 145 111 269 089 312 [36]
TgCkPri16 289 242 205 160 336 165 278 356 213 188 140 119 265 089 312 [37, 38]
TgCkPro2 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 147 111 263 089 312 [37, 38]
TgCkPro1 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 147 111 267 087 312 [37, 38]
TgPiPr14 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 149 111 267 089 312 [36]
TgCkPro4 289 242 205 160 336 165 278 356 215 190 147 111 267 085 312 [37, 38]
TgCkPro3 289 242 207 158 336 169 274 356 213 176 140 115 265 109 316 [37, 38]
TgPiPr07 289 242 207 158 336 169 274 356 213 176 140 115 273 093 316 [36]
TgPiPr05 289 242 207 158 336 169 274 356 213 176 145 113 259 093 310 [36]
TgPiPr13 289 242 207 158 336 169 274 356 219 174 140 127 269 091 308 [36]
TgCkPr11 289 242 207 158 336 169 274 356 223 174 140 115 273 093 316 [37, 38]
TgPiPr09 289 242 207 158 336 169 274 356 225 174 140 119 265 101 308 [36]
FR-OVI-ARI056- 289 242 205 160 336 165 278 356 213 190 149 111 267 089 ND [39]
(TgA32122)

FR-OVI-ARI049- 289 242 207 158 336 169 274 356 211 176 140 113 261 097 312 [39]
(TgA32115)

FR-OVI-ARI026- 289 242 207 158 336 169 274 356 211 176 140 113 275 105 312 [39]
(TgA32092)

FR-OVI-ARI021- 289 242 207 158 336 169 274 356 213 174 140 109 259 089 308 [39]
(TgA32088)

FR-OVI-ARI050- 289 242 207 158 336 169 274 356 213 174 140 135 267 109 312 [39]
(TgA32116)

FR-OVI-ARI042- 289 242 207 158 336 169 274 356 215 176 140 119 273 091 312 [39]
(TgA32108)
Emilie Bertranpetit | Thése de doctorat | Université de Limoges | 126

(@) s¥-NC-ND |



Isolate (Toxoplasma

Microsatellite markers Ref.
BRC code number)
TUB2 W35 TgM-A B18 Bi17 M33 MIV.1 MXI1 M48 M102 N60 N82 AA N61 N83

FR-OVI-ARIO29- 289 242 207 158 336 169 274 356 217 172 140 115 263 099 310 [39]
(TgA32095)

FR-OVI-ARI027- 289 242 207 158 336 169 274 356 217 178 140 111 279 095 312 [39]
(TgA32093)

FR-OVI-ARI033- 289 242 207 158 336 169 274 356 227 174 145 111 263 101 314 [39]
(TgA32099)

FR-OVI-ARI025- 289 242 207 158 336 169 274 356 227 174 145 123 299 091 312 [39]
(TgA32091)

FR-OVI-ARI043- 289 242 207 158 336 169 274 356 227 176 140 115 267 093 310 [39]
(TgA32109)

FR-OVI-ARI022- 289 242 207 158 336 169 274 356 227 176 140 119 273 099 314 [39]
(TgA32129)

TgCkAt14 289 242 207 158 336 169 274 356 211 174 142 109 263 103 310 [40, 38]
TgCkAt30 289 242 207 158 336 169 274 356 213 174 138 133 259 105 310 [40, 38]
TgCkAt06 289 242 207 158 336 169 274 356 219 174 142 113 259 095 312 [40, 38]
TgCkAt32 289 242 207 158 336 169 274 356 213 174 138 129 259 111 310 [40, 38]
TgCkAt46 289 242 207 158 336 169 274 356 225 176 140 115 277 099 312 [40, 38]
TgCkAt07 289 242 207 158 336 169 274 356 223 176 145 119 265 087 310 [40, 38]
TgCkAt17 289 242 207 158 336 169 274 356 229 176 138 115 261 087 310 [40, 38]
TgCkAt27 289 242 207 158 336 169 274 356 221 174 142 125 259 091 312 [40, 38]
TgCkAt20 289 242 207 158 336 169 274 356 213 174 138 129 259 109 310 [40, 38]
TgCkAt08 289 242 207 158 336 169 274 356 211 174 142 109 261 101 310 [40, 38]
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Annexe 2.2. S2 Table : Polymorphism of different Toxoplasma gondii DNA regions
screened in GenBank

Locus

Alignment

size

Number of
sequences

S/L

GenBank accession numbers

I
GRA6

SAG3

ROP18

UPRT
intron 1

GRA7

UPRT
intron 7

ROP16

GRAS3

locus 5
Chr la
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157

1673

399

415

459

2129

663

503
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145

24

45

140

130

140

17

24

74

18/212

13/157

137/1673

31/399

30/415

24/459

105/2129

29/663

20/503

85

83

82

78

72

52

49

44

40

AB235426-AB235435, AB471758,
AF239284-AF239292, AJ635333-AJ635336,
AY964058-AY964060, DQ187387,
DQ512729, EF512218-EF512239,
EF512241-EF512265, EF585704-EF585715,
EU180619, EU180621, EU180623,
EU180624, EU573185, JX044178-JX044180,
JX044183-JX044189, JX044191, JX044192,
JX044194-JX044196, JX044199, JX044201,
JX044203-JX044211, JX044214-JX044225,
JX044227-JX044234, JX044236, JX044237,
JX044240-JX044243

AF340228, AF340229, AY187280,
EF585683-EF585694, JX218224, KC928250-
KC928254,

GT1 (ToxoDB), ME49(ToxoDB), VEG
(ToxoDB)

EF092842, GQ243205, GQ243206,
GQ243208-GQ243216, JX045318-
JX045320, JX045322-JX045329,
JX045331-JX045338, JX045340-JX045345,
JX045347-JX045354

AY143142, AY143145, EU573186,
JQ679758-JQ679781, JQ679783-JQ679895

DQ459444-DQ459458, DQ465955,
DQ473315, EF626965-EF626970,
EF639857-EF639859, EU157141-EU157183,
HQ852155-HQ852159, JX045574-JX045586,
JX045588-JX045596, JX045600, JX045604-
JX045615,

JX045617-JX045632, JX045634-JX045638

AY143148, AY143149, AY143151-
AY143153, JQ679896-JQ679931,
JQ679933-JQ680031

AAYL02000151, GQ249081-GQ249096
JX044153-JX044163, JX044165-JX044177

JX044476-JX044489, JX044491, JX044493-
JX044543, JX044545-4X044552
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SAG2

Hp
intron 2

MiIC2
intron 3

Actin
intron

locus 21
Chr. la

SAG1

locus 13
Chr. la

locus 6
Chr la

MiIC2
intron 1

PK1

locus 8
Chr. la

locus 2
Chr la
locus 14

Chr. la

locus 26
Chr. la

locus 12
Chr. la
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351

470

372

432

721

1011

717

457

412

459

747

731

742

744

631

42

137

75

25

73

78

74

73

75

16

74

73

73

74

73

14/351

16/470

11/372

12/432

19/721

26/1011

19/717

11/457

9/412

10/459

15/747

14/731

14/742

14/744

11/631

40

35

30

28

27

26

25

25

22

22

21

20

18

AF249696-AF249698, AF357577-AF357582,
AY187279, EU258524-EU258530,
EU258532, EU258533, EU650329,
EU650330, JX045470, JX045473-JX045477,
JX045479-JX045491, JX045493

JQ679621-JQ679757

JX044322-JX044324, JX044326-JX044383,
JX044386-JX044399

AF247381, AF247382, JX045422-JX045443,
JX045445

JX045166-JX045187, JX045190-JX045223,
JX045225-JX045241

AY187278, GQ253073, GQ253074,
GQ253086-GQ253098, JX045355,
JX045357-JX045359,
JX045361-JX045367, JX045369-JX045397,
JX045400-JX045421

JX044860-JX044925, JX044928-JX044935

JX044553-JX044579, JX044581-JX044607,
JX044609, JX044611-4X044628

JX044245, JX044247-JX044268, JX044270-
JX044321

EU258505-EU258518, EU650327,
EU650328

JX044708-JX044717, JX044719-JX044782

JX044401-JX044456, JX044458, JX044460-
JX044475

JX044936, JX044939-JX044953, JX044955-
JX045011

JX045242-JX045266, JX045268-JX045277,
JX045279-JX045317

JX044783, JX044785, JX044787-JX044819,
JX044821-JX044858
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TuB2
intron 1

locus 7
Chr la

Actin

locus 19
Chr. la

TUB1
intron 1

locus 16
Chr.la

447

740

1563

746

501

539

77

74

23

74

74

6/447

9/740

15/1563

4/746

2/501

1/539

14

13

AF249701-AF249703, AY143119,
AY143121, AY143122, JX045496-JX045507,
JX045509-JX045536,

JX045538-JX045543, JX045545-JX045558,
JX045561, JX045562, JX045564-JX045572

JX044629-JX044647, JX044649-JX044697,
JX044699, JX044701-4X044705

JX045422-JX045443, JX045445

JX045089, JX045090, JX045092-JX045126,
JX045129-JX045165

AF249699, AF249700, AY143106,
AY143107, AY143109, AY143110

JX045013-JX045047, JX045050-JX045088

P: Polymorphic sites per kilobase

S: Number of polymorphic sites (including sites with gaps)

L: Length of sequences (with gaps)
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Annexe 2.3. S3 Table : Polymorphism and composition of the 13 Toxoplasma gondii

populations.

Population Number Number of SNPs Haplotype Hs' Mean of  Allelic
of diversity* hamming richness*
strains distances

GRA6 GRA7 SAG3 UPRT1 UPRT7
Europe
Austria 10 0 0 1 0 0 0.200 0.001 0.400 141
France 12 9 14 15 0 0 0.333 0.043 13.303 178
Portugal 12 8 14 15 0 0 0.250 0.131 40.090 177
Asia
Turkey 13 6 9 15 9 2 0.272 0.050 15.636 181
China 14 10 20 10 12 8 0.357 0.090 27.164 200
Africa
Ethiopia 11 8 14 15 0 0 0.230 0.067 20.615 177
Gabon 14 9 19 0 9 2 0.357 0.134 40.637 179
North America
Minnesota 12 16 15 15 0 1 0.583 0.088 26.939 187
Pennsylvania 12 15 21 15 0 0 0.500 0.111  33.969 191
South America
Guiana 17 19 15 18 18 20 1.000 0.133 39.588 231
shield
Northeast 12 10 22 4 13 10 0.416 0.119 36.515 199
Brazil
Southeast 15 13 22 2 18 10 0.666 0.166 49.866 205
Brazil
Caribbean 14 14 24 18 7 2 0.785 0.128 38.703 205
Notes.
*: number of haplotypes / number of isolates
T: expected heterozygosity
I: number of alleles
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Annexe 2.4. S4 Table : Position, size and primers of loci used in this study

Locus  Chromosome Position of amplified Size* SNPs Primers Source
fragment in (bp)
chromosome
GRA6 X 7193682-7194472 607 26 F: GTAGCGTGCTTGTTGGCGAC [1]
R: TACAAGACATAGAGTGCCCC
GRA7  Vlla 2604 391-2605143 677 30 F: TAAAAGGGATTACTGCGGCG This study
R: CCCATATCCTACTGGCGGG
SAG3 Xl 511 192 - 511 871 638 27 F: CCAATGGTCGAAGGCAAGAG This study
R: CTCCGGAAAACACAGTTCGG
UPRT Xl 2718724-2719340 574 32 F: TCCAGGACATCATCACGAGG This study
intron 1 R: CCGCTTAGTGGCTTGATTCC
UPRT Xl 2722126-2722885 657 25 F: TGGTCGTCGTCACTTGTTA 2]
intron 7 R: GCAGCCTCACAACTAAAACT

*: Size of fragments used in this study

1. Khan A, Fux B, Su C, Dubey JP, Darde ML, Ajioka JW, et al. Recent transcontinental
sweep of Toxoplasma gondii driven by a single monomorphic chromosome. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2007;104: 14872-14877.

2. Fazaeli A, Carter PE, Darde ML, Pennington TH. Molecular typing of Toxoplasma gondii
strains by GRAG6 gene sequence analysis. Int J Parasitol. 2000;30: 637-642.
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Annexe 2.5. S5 Table : List of haplotypes

Strains
AUSO1 Aeurope T AGTGCGGGTAGCATCCACGAGGGAG T CATCACACTAACCACAAGAGTCACCCTAA T AGTCTATAGGGATCAGCCGGAGAGGA T GGGCCCTGGCTGTGTTCCGCTCCCTCCTGCAl C CCTTCATCGATGACGTTTATCCGA
AUS02 Aeurope L e L L L L s L
AUS03 Aeurope L R e S Lo . L L
AUS04 Aeurope L T L Lo P T L L
AUSO05 Aeurope L e L L L L o
AUS06 Aeurope . . . . . . . . R o o B FE
AUSO07 Aeurope L 1 L L PP T L L
AUS08 Aeurope L e L L L
AUS09 Aeurope L e L L L L s
AUS10 _Aeurope e e PSP S D PSSP L D D
PORO1 Aeurope
POR02 Aeurope
PORO03  Aeurope
POR04 Aeurope
PORO05 Aeurope
PORO06 Aeurope o oo g o o o o o 5 oo oo o
POR07 Aeurope L R e . L L
POR08 Aeurope L T L Lo P T L L
POR09 Aeurope L e B, e L L s
POR10 Aeurope . . - . . . . . ... R B FE
POR11  Aeurope
POR12 Aeurope e
FRAO1 Aeurope € . . . . T .
FRAO2 Aeurope S P
FRA03 Aeurope L e L L s
FRA04 Aeurope L e L L s
FRAO5 Aeurope L D e R L o
FRA06 Aeurope L 1 L L L
FRAO07 Aeurope L e . L L
FRA08 Aeurope L T L L L L s
FRAO9 Aeurope L R e S Lo . L L
FRA10 Aeurope L S L L PP T L L
FRA11 Aeurope LG e e L L o
FRA12 Aeurope e D S P o e e
ETHO1  Afrique B ccooToRoocoRoooTooooBoloo 5 oo 500 000000000000 0 5 9000000000005 000000000G0
ETHO2  Afrique c . ... T.A.. . A. .. T.. . .C.A.. L L
ETHO3 Afrique . . . . . . . .o e . e B B
ETHO4  Afrique L F e e S S . 5000000000000 a050 5 000030000005 0000Aa0000 0
ETHO5  Afrique L e L L L L s
ETHO6  Afrique L e L L L L o
ETHO7 Afrique - . . . . . . .. DR o o B FE
ETHO8 Afrique ® 50000003030 050005G0 0 | c cccocoo0o00o0co0000005Gd0000050006G0 0 o coooonaona hocoooooaoonoooa soooadl o 5o © 00 0000000000000 ©® 0000030000055 050000000000
ETHO9  Afrique L e L L L
ETHI0 Afrique . . . . . . . L . e B B
ETH11  Afrique L F e e S S . 5000000000000 a050 5 000030000005 0000Aa0000 0
ETH12  Afrique L e L L L L s
ETH13 _ Afrique D D e e L e e
GABO1 _Afrique
GABO02  Afrique
GABO03  Afrique
GABO4  Afrique L . . L . L L
GABO5  Afrique ® 5000000303003 00050 0 50000 ao0 5 oo 00 0000000000400 ® 0900000000055 05000000000G0
GAB06  Afrique L L L L s
GABO7  Afrique 8 5900000000050 000000 0 o 0

GABO8 Afrique . . . . . ..
GAB09  Afrique L
GAB10  Afrique L L
GAB11 Afrique . . . . ... P
GAB12  Afrique c ... ... .CA. .. T. .. .C. .
GAB13  Afrique c ... ... .CA. .. T.. . .C.A..
GAB14  Afrique C ... .. ..CA. . .T....C.A..

000000
o
oo00000
>>> > > >

oo0o0o0
B
oo0o0o0
> > > >

>
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Strains
MINO1 Amérique Norc €
MINO2 Amérique Norc

MINO3 amérique Norc . . c G G CGA .C.GA A GACC .
MINO4 amériqueNorc . . . . A . T . ... . .G....TA. . 9
MINOS amériqueNorc_ .. . . A . T . .. . . .G. .. . TA. . G

MINO6 Amérique Nord . q

MINO7 amérique Norc AT G TA. .G

MINO8 AmériqueNorc . . . . A . T . .G . TA. . G

MINO9 AmériqueNore . . . . A . T . .G TA. .G

MIN10 amérique Norc AT .G TA . . G

MINT1 Amérique Norc AT .G TA. . g

MIN12 amériqueNorc_ .. . . A . T . . . . . . G. . . TA . ... | o6

PENO1 Amérique Norc G .. .T.A...A...T... . C.A..Cl. .G...GCA.......CT.. ATCAA.CCG C G..G..CGA...C.GA. A.. GACC

PENO2 Amérique Norc . © 0 90000000000

PENO3 Amérique Norc

PENO4 Amérique Norc .

PENO5 Amérique Norc . g

PENO6 Amérique Norc . . . q

PENO7 AmériqueNorc . . . . A . T . ... . .G....TA. . g

PENO8 AmériqueNorc . . . . A . T . ... ..G....TA. . G

PENO9 Amérique Norc . q

PEN10 Amérique Norc . a

PEN11 Amérique Nord
PEN12 Amérique Norc__C
BRNO1 Amérique Sud
BRNO2 Amérique Sud
BRNO3 Amérique Sud
BRNO4 Amérique Sud
BRNO5 Amérique Sud
BRNO6 Amérique Sud
BRNO7 Amérique Sud
BRNO8 Amérique Sud
BRNO9 Amérique Sud
BRN10 Amérique Sud
BRN11 Amérique Sud
BRN12 Amérique Sud
BRS01 Amérique Sud
BRS02 Amérique Sud
BRS03 Amérique Sudj
BRS04 Amérique Sudf
BRS05 Amérique Sud
BRS06 Amérique Sud|
BRS07 Amérique Sud
BRS08 Amérique Sud
BRS09 Amérique Sud
BRS10 Amérique Sud
BRS11 Amérique Sud
BRS12 Amérique Sud
BRS13 Amérique Sud
BRS14 Amérique Sud
BRS15 Amérique Sud
CARO1 Amérique Sud
CARO02 Amérique Sud
CARO3 Amérique Sud
CARO04 Amérique Sud
CARO5 Amérique Sud
CAR06 Amérique Sud
CARO7 Amérique Sud
CARO8 Amérique Sud
CARO09 Amérique Sud
CAR10 Amérique Sud
CAR11 Amérique Sud
CAR12 Amérique Sud
CAR13 Amérique Sud
CAR14 Amérique Sud
GUYO1 Amérique Sud
GUY02 Amérique Sud
GUY03 Amérique Sud|
GUY04 Amérique Sud
GUY05 Amérique Sud
GUY06 Amérique Sud

0000000000000
0C00O0000O0000O
CPOOOOOOOOOOO O -
00000000 OO00OO

ocoolopo0000O000O0O0O0O
000000 OOOOOOOO 00O
0POOOOPOOOOOOOOOO0 O
ocoolonoooo00000000
>>>>>>>>>>>>>>>> >
0000000000000 OO 0O
P> >>>>>>>>>>>> >
0000000000000 D00 O
00o0loon0oo00000000O0OOO

GUY09 Amérique Sud
GUY10 Amérique Sud
GUY11 Amérique Sud
GUY12 Amérique Sud
GUY13 Amérique Sud
GUY14 Amérique Sud|
GUY15 Amérique Sud
GUY16 Amérique Sud
GUY17 Amérique Sud
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CHI01 Asie . . . . L. .GCAL L .. .ATCAA.CCG/ C G..G..CGA . .. .

CHIO2  Asie | GIC G..G..CGA.....G.

CHIO3  Asie
CHI04  Asie e e e e e e e e e . .|
CHIO5  Asie C e e e e e e e e e e . .|
CHIO6  Asie C e e e e e e e e e e . .|
CHIO7  Asie C e e e e e e e e e e e . .|
CHIO8  Asie C e e e e e e e e e e e . .|
CHIO9  Asie 5 999000000000 o o
CHI10  Asie © 0090090000 000000000000030a0 9 9090050000000 000000000050000a

CHI11 Asie C e e e e oo .. - |

CHI12  Asie C e e e e e e oo .. - |

CHI13  Asie e

CHI14  Asie e Y

TURO1  Asie e
TUR02  Asie e
TUR03  Asie S e B
TUR04  Asie e
TUR05  Asie M . © o s oo st aso e oo
TUR06  Asie M . . © C C © © s co s oo sttt asoces oo
TUR07  Asie
TUR08  Asie

C G .

.G. . CGA . .. .. .

TUR09  Asie 5 0050000600 a80000000000000n0 5 60555000 A0000000R0Aa000008000 0

TUR10  Asie o Goooonoonooooo oo
TURT1 __ Asie c .........CA...T... .C.A. ..

This table does not take into account indels. Indels are:
Alignment GRA®6:

Insertion GAT (268-270): GUY03, MIN04-MIN12, PENO7-PENQ9
Alignment GRA7:

Deletion AAG (273-275): CAR03, CHI02, CHI04-CHI14, MINO4-MINO09, MIN11, MIN12, PENO5, PENO7-PENQ9

Alignment UPRTT:

Insertion A (247): BRS01-BRS02, BRS10, BRS12, GUY10, GUY11
Alignment UPRT7:

Insertion TGTTC (463-467): GUY11
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Annexe 2.6. S6 Table : Descriptive statistics of the data.

Gene Exons Introns

L S S L S S
GRA6 604 102 29 3 0 0
GRA7 683 168 33 0 0 0
SAG3 527 63 21 114 21 6
UPRT1 65 2 0 513 110 33
UPRT7 82 5 2 603 115 28

L: sequence length. S: number of segregating sites (S’: without the outgroup).
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Annexe 2.7. S1 Figure
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S1 Figure. Structure of GRA6, GRA7, SAG3 and UPRT genes and location of amplified
fragments in this study (continuous line), based on the reference strain ME49. For each
gene, the locations of fragments retrieved from GenBank and used for selecting the markers
are indicated (dotted line).
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Annexe 2.8. S2 Figure
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Annexe 2.9. S3 Figure
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S3 Figure. Distribution of pairwise K80 distances.
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Sur lorigine de Toxoplasma gondii : approches phylogénétique et spatialement-
explicite pour la détermination de I'origine géographique d’un parasite ubiquiste

Toxoplasma gondii, protozoaire ubiquitaire chez les mammiféres et les oiseaux, est 'agent
etiologique de la toxoplasmose, une maladie posant un réel probleme de santé publique
dans le monde avec environ 200 000 nouveaux cas de toxoplasmose congénitale chaque
année. Il a été montré que la sévérité clinique de la toxoplasmose variait en fonction des
régions géographiques, avec en particulier '’Amérique du Sud qui paie le plus lourd tribu de
cette maladie. Malheureusement, les mécanismes de ces disparités géographiques sont
encore peu compris et I'origine géographique ainsi que I'histoire évolutive du pathogéne sont
encore incertaines. Une collection mondiale de 168 isolats de T. gondii recueillis dans 13
populations de 5 continents a été séquencée pour cing fragments de genes (140 single
nucleotide polymorphisms a partir de 3153 bp par isolat). La phylogénie basée sur les
méthodes de Maximum de vraisemblance avec une estimation de I'dge du plus récent
ancétre commun (TMRCA) et des analyses géostatistiques ont été réalisées afin d’inférer
I'origine hypothétique de T. gondii. Nous montrons que les souches actuelles de ce parasite
ont vraisemblablement évolué a partir d’'un ancétre Sud-Américain il y a environ 1,5 million
d’années et avons reconstruit la propagation mondiale du pathogeéne qui a suivi. Cette
eémergence est beaucoup plus récente que I'apparition de la forme ancestrale de T. gondii il
y a environ 11 Ma et est postérieure a I'arrivée des félidés dans cette partie du monde. Nous
proposons que la lignée ancestrale de T. gondii ait été introduite en Amérique du Sud avec
les félidés et que I'évolution de l'infectivité orale des kystes tissulaires a travers le
carnivorisme ainsi que la diversification des félidés dans cette région du monde a permis
I'apparition d'une nouvelle souche ayant une capacité de transmission beaucoup plus
efficace que la lignée ancestrale, ce qui lui a permis de la supplanter et d’avoir une
distribution pandémique.

Mots-clés : Toxoplasma gondii, phylogéographie, phylogénie, date du plus récent ancétre
commun, diversité génétique

On the origin of Toxoplasma gondii: phylogenetic and spatially explicit approaches for
the identification of the geographical origin of an ubiquitous parasite

Toxoplasma gondii, a protozoan found ubiquitously in mammals and birds, is the etiologic
agent of toxoplasmosis, a disease causing substantial Public Health burden worldwide,
including about 200,000 new cases of congenital toxoplasmosis each year. Clinical severity
has been shown to vary across geographical regions with South America exhibiting the highest
burden. Unfortunately, the drivers of these heterogeneities are still poorly understood, and the
geographical origin and historical spread of the pathogen worldwide are currently uncertain. A
worldwide sample of 168 T. gondiiisolates gathered in 13 populations was sequenced for five
fragments of genes (140 single nucleotide polymorphisms from 3,153 bp per isolate).
Phylogeny based on Maximum likelihood methods with estimation of the time to the most
recent common ancestor (TMRCA) and geostatistical analyses were performed for inferring
the putative origin of T. gondii. We show that extant strains of the pathogen likely evolved from
a South American ancestor, around 1.5 million years ago, and reconstruct the subsequent
spread of the pathogen worldwide. This emergence is much more recent than the appearance
of ancestral T. gondii, believed to have taken place about 11 My ago, and follows the arrival of
felids in this part of the world. We posit that an ancestral lineage of T. gondii likely arrived in
South America with felids and that the evolution of oral infectivity through carnivorism and the



radiation of felids in this region enabled a new strain to outcompete the ancestral lineage and
undergo a pandemic radiation.

Keywords: Toxoplasma gondii, phylogeography, phylogeny, time to the most recent
common ancestor (TMRCA), genetic diversity



