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Elucidating the evolutionary history and interrelatedness of human-infective ʹͺ�

Plasmodium species has been hampered by a lack of genetic information for ʹͻ�

three human-infective species: P. malariae and two P. ovale species (P. o. ͵Ͳ�

curtisi and P. o. wallikeri)1. These species are prevalent across most malaria ͵ͳ�

endemic regions2,3 (Figure 1) and are often undetectable by light microscopy4, ͵ʹ�

making their study in human populations difficult5. The exact evolutionary ͵͵�

relationship of these species to the other human-infective species has been ͵Ͷ�

contested6,7. Using a new reference genome for P. malariae as well as a ͵ͷ�

manually curated draft P. o. curtisi genome, we are now able to accurately ͵͸�

place these species within the Plasmodium phylogeny. Sequencing of a ͵͹�

chimpanzee-infective P. malariae relative reveals similar signatures of ͵ͺ�



selection in the P. malariae lineage to another Plasmodium lineage where ͵ͻ�

colonisation of both human and chimpanzee hosts has occurred. Molecular ͶͲ�

dating suggests that these host adaptations occurred over similar Ͷͳ�

evolutionary timescales. In addition to the core genome that is conserved Ͷʹ�

between species, differences in gene content can be linked to their specific Ͷ͵�

biology. The genome suggests that P. malariae expresses a novel family of ͶͶ�

heterodimeric proteins on its surface that have structural similarities to a Ͷͷ�

protein crucial for red blood cell invasion. The data presented here provide an Ͷ͸�

essential foundation into understanding the evolution of the Plasmodium Ͷ͹�

genus as a whole.�Ͷͺ�
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������������ ͸ʹ͵� �Ȁ�� ͶͻͶ �Ȁ� ͳͷ͵ ͹� ͳͷͶ
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STP1� ͳ͸͸� ʹ� ͹Ͳ ͻͶ Ͳ Ͳ� ͻ
tryptophan-
rich antigen�

Ͷʹ� ͹� Ͷͳ ͵͵ ͵ ʹͻ� ͶͲ

ETRAMP� ͺ� Ͷ� ͹ ͳͳ ͳͷ ͳͲ� ͳͲ
PHIST� ͵Ͳ� ͵� ͷͶ ʹͳ ͺͳ ͶͶ� ͺʹ
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͵Ǥʹ� �� ͳͲǦ
Ͷ�

͸Ǥͷ���ͳͲǦ͵ ͳǤͻ� �� ͳͲ�
ǦͶ�

͵Ǥ͹� �� ͳͲǦ
Ͷ�

ͷǤ͹���ͳͲǦͶ �Ȁ�� ͻǤͻ���ͳͲǦ
Ͷ�

ȗ�including pseudogenes and partial genes, excluding non-coding RNA genes ͵Ͳͺ�
ȗȗ����Ǧ������������Ǧ�������͵Ͳͻ�
a ��������������������������������������������͵ͳͲ�
b ����������� ��������� ��� ���� Pm-fam-a� ������͹ǡ� ������ ���������� ��� ���� ������������͵ͳͳ�
�������������������������������͵ͳʹ�
 ͵ͳ͵�

 ͵ͳͶ�
 ͵ͳͷ�
 ͵ͳ͸�
 ͵ͳ͹�
 ͵ͳͺ�
 ͵ͳͻ�
 ͵ʹͲ�
 ͵ʹͳ�
 ͵ʹʹ�
 ͵ʹ͵�
 ͵ʹͶ�
 ͵ʹͷ�
 ͵ʹ͸�
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Extended Data Table 1. ͺͺʹ�
Assembly and annotation statistics for the recently described assemblies ͺͺ͵�
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Extended Data Table 2. ͺͻʹ�
Samples positive for different Plasmodium species in the Pf3K dataset ͺͻ͵�
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Extended Data Table 3. ͻͲͶ�
Genes with significant scores in same test for both P. falciparum/P. reichenowi ͻͲͷ�
and either P. o. curtisi/P. o. wallikeri or P. malariae/P. malariae-like ͻͲ͸�
�ͻͲ͹�
	������������������������������������������ȋ����ǡ���Ȁ��ǡ������������Ȍǡ�����������������ͻͲͺ�
���� ������ ����� ����� ������������ ������� ��� ����� ����P. falciparum/P. reichenowi� �����������ͻͲͻ�
���������������P. o. curtisi/P. o. wallikeri��������P. malariae/P. malariae-like�����������Ǥ��ͻͳͲ�
�ͻͳͳ�
�ͻͳʹ�
Extended Data Table 4. ͻͳ͵�
List of Potential RBP1a receptors�ͻͳͶ�
�ͻͳͷ�
���� ������ ������� ������ ���� ͳͻ� �������������Ǧ����������� ������ ������ ����� ����ͻͳ͸�
���������������������������������������������ǡ�������������������������Ǥ����ͻͳ͹�
���ͳ��������������������������������������������������P. malariae ����P. malariae-ͻͳͺ�
like, ������������������������������������������������������������ͳ����������Ǥ��ͻͳͻ�
�ͻʹͲ�
�ͻʹͳ�
Extended Data Table 5. ͻʹʹ�
Pseudogenized and deleted core genes in the two reference genomes ͻʹ͵�
�ͻʹͶ�
���� ������ ������� ������ ���� ����� ����������� ��� ���� P. vivax �Ͳͳ� �������� ��� ���� �����ͻʹͷ�
�������������Ȁ�������������������������������������������������������������Ǥ������������ͻʹ͸�
������� ��� ���� P. vivax �Ͳͳ� ����������� ��� ����� ����Ǥ� ���� ���������� ���� �������� �����ͻʹ͹�
�������������������������������ȋ�����Ȍǡ���������������ȋ������Ȍ������������ȋ�������ȌǤ�ͻʹͺ�



�ͻʹͻ�
Extended Data Fig 1. Large genomic changes in the P. malariae and P. ovale ͻ͵Ͳ�
genome sequences. a) ������������������������ȋ���Ȍ͵ͻ�������������������������ͻ͵ͳ�
�����������������������������͸�����ͳͲ� ���P. malariae. �������� ������ ���������������ͻ͵ʹ�
������������ǡ������������͸��������������������������ͳͲ���������Ǥ�b) ���͵ͻ������ͻ͵͵�
����������������������������������������������ͷ����P. malariae. �������������������ͻ͵Ͷ�
������ ������������� ���� ����� ������ ��������� ��������� ������ ����Ǥ c) ���������� ��� ʹʹ�ͻ͵ͷ�
�������ȋʹͲ�����������Ȍ�������ʹ͹����P. malariae ȋ���Ȍ������������������������������P. ͻ͵͸�
falciparum ȋ������Ȍ���������������������������������������������Ǥ�	��������������������ͻ͵͹�
��� �������������������� �������Ǥ������ ��������� ��������ͳ͹����ʹ͹������������������ͻ͵ͺ�
����������͹ǡ� ������ ����� ������ ��� ���� ��������� �������ǡ� ������ ���� ���ʹ͹� �������ͻ͵ͻ�
���������� ����� ���� ������ ��� ���� ����� ������Ǥ� d) ���������� ��� ���Ͳͳ̴ͳʹ͹ͲͺͲͲ�ͻͶͲ�
ȋ�	͵�͹̴ͳͶ͹ͷͻͲͲ� ���P. falciparumȌǡ� �� ���������� ��� ������ ��������ǡ� ���P. o. curtisi ͻͶͳ�
����P. o. wallikeri, �����������������������������������ǡ�����������������������������ͻͶʹ�
P. vivaxǤ 	���������� ������ ������ ��� ������� ���� ������������ ������ ��� ����Ǥ� �����ͻͶ͵�
�����������������������������������͹ǡ��������������������ͺ�������������������P. o. ͻͶͶ�
wallikeri, ��������������P. o. curtisi ����ͻ������������������������������������Ǥ��ͻͶͷ�
�ͻͶ͸�
Extended Data Fig 2. P. malariae-like has significantly longer branch lengths ͻͶ͹�
than P. malariae, and P. brasilianum is identical to P. malariae. a) �������Ͷ͹�ͻͶͺ�
�������������������������P. brasilianum ͳͺ����������������ͻǡ������������������������ͻͶͻ�
���� ���� ���� ��������ǡ� ���� ���� �������������� ͳͺ�� ����� ���������� ����� ���� P. ͻͷͲ�
malariae ����P. malariae-like ����������ǡ� ���������������Ǥ���������������������������ͻͷͳ�
���������������������������Ǥ�b) ���������������������������P. malariae ����P. malariae-ͻͷʹ�
like �������� ���������� ������ �����Ͷ͹� ������ ��� ���� P. malariae �����Ǥ P. malariae ͻͷ͵�
�����������������������������������������P. malariae-like ���������������������������ͻͷͶ�
����������Ǥ���������������������������������������Ǥ��ͻͷͷ�
�ͻͷ͸�
Extended Data Fig 3. Different population genetics in P. malariae and P. o. ͻͷ͹�
curtisi. a) �������������������������������P. malariae �������P. malariae-like ȋ����Ȍ�ͻͷͺ�
����P. o. curtisi �������P. o. wallikeri ȋ�����ȌǤ� 
���������� ���������� ������� ȋεͲǤͳͷǡ�ͻͷͻ�
�������������Ȍ����������������������������������������������������������P. falciparum68�ͻ͸Ͳ�
ȋ���ǡ������������Ǣ�
����ǡ�����������Ǣ�����ǡ���������Ǣ�������ǡ������Ǣ�
���ǡ���������ͻ͸ͳ�
����������Ȍ� ȋ�������ȌǤ� 
���������� ���������� ���� �� ��������������� ����� ȋ�������ͻ͸ʹ�
�������Ȍǣ� ȋͳȌ���������������������������ͻǡ��	͵�͹̴ͳʹʹͺ͸ͲͲǢ� ȋʹȌ������ȋ���������Ǧͻ͸͵�
ʹ̵Ǧ�ǦȌǦ�����������������ǡ� �	͵�͹̴ͳͶʹͻͶͲͲǢ� ȋ͵Ȍ� ���������� �������� �������� ͳǡ�ͻ͸Ͷ�
�	͵�͹̴Ͳͻ͵Ͳ͵ͲͲǢ� ȋͶȌ� ������� ͳǡ� �	͵�͹̴Ͳͷ͵ͲͻͲͲǤ� b) �������������� �������ͻ͸ͷ�
�������������������������������������������������P. o. curtisi/P. o. wallikeri ȋ����Ȍ�ͻ͸͸�
��������P. malariae/P. malariae-like ȋ���Ȍ������������Ǥ���������������������������ͻ͸͹�
������ �������� ������� ���� �α�� ����ǡ� ���� ���������������� ������������ ����� ����������ͻ͸ͺ�
����� �������������� ����� ����������� ���������ǡ� ����������� ��� ��� ����������ͻ͸ͻ�
����������Ǥ� c) 
���Ǧ����� ����� ������� ���� ���� P. falciparum/P. reichenowi ͻ͹Ͳ�
����������ǡ� ���������� �������ͳͲǡ� ������� ����� ���� ���� P. o. curtisi/P. o. wallikeri ͻ͹ͳ�
ȋ����Ȍ� ���� ���� P. malariae/P. malariae-like ȋ���Ȍ� �����������Ǥ� 	���� ������ �����ͻ͹ʹ�
�����������������ȋεͲǤͳͷȌ����������������������������ǣ�ͳȌ���������������������Ǧ�����ͻ͹͵�
�������� ȋ�	͵�͹̴Ͳ͹ʹͲͶͲͲȌ� ʹȌ� �
	Ǧ����� ��������� �������� ȋ�	͵�͹̴Ͳ͸ʹ͵͵ͲͲȌ� ͵Ȍ�ͻ͹Ͷ�



���Ȁ���� �������� �������� ȋ�	͵�͹̴ͳͲͲͶͺͲͲȌ� ͶȌ� ���������� �������� �������� ͳ�ͻ͹ͷ�
ȋ�	͵�͹̴Ͳͻ͵Ͳ͵ͲͲȌ�ͷȌ������������������������������ȋ�	͵�͹̴Ͳ͵ͳͳͲͲͲȌǤ�d) ���ʹ����ͻ͹͸�
�Ǧ��������������Ǧ����������������������P. falciparum/P. reichenowi ����������ͳͲ����ͻ͹͹�
P. o. curtisi/P. o. wallikeri ȋ����Ȍ�����P. malariae/P. malariae-like ȋ���Ȍ������������Ǥ�ͻ͹ͺ�
������ ������ ����� ������������ ��� ������ ȋ���ʹȋ�Ȍ� δ� Ǧ͵Ȍ� ���� ����� �����������ǣ� ͳȌ�ͻ͹ͻ�
���������� ����������� �������� ȋ�	͵�͹̴ͳ͵͸ͳͺͲͲȌ� ʹȌ� ������� ��������� �������� ͳ�ͻͺͲ�
ȋ�	͵�͹̴ͳͳ͵͵ͶͲͲȌ� ͵Ȍ� ���ȋ�Ȍ�Ǧ���������� ���������� ��������� ȋ�	͵�͹̴ͳͶ͵ͷ͵ͲͲȌǤ�ͻͺͳ�
e) �������� ��� ����������� ��� P. malariae ȋ�����Ȍ� ���� P. o. curtisi ȋ�����Ȍ� ������ͻͺʹ�
���������� ��� ���������� ������� ȋ��� ����� ����������� ȋ
���Ȍǡ� ��������� ȋ����Ȍǡ�ͻͺ͵�
����������� ȋ
����Ȍǡ� ������������������ ȋ���Ȍǡ� ���� ������ �����ȋ������ȌȌ� ������� ���ͻͺͶ�
��Ȁ��ǡ������������������������������������������������ȋ��αȌǤ��P. o. curtisi �����������ͻͺͷ�
����� ����� ��Ȁ��� ������� ȋε� ʹǤͷȌ� ���� ��������� ���� ������ ����� ����� ����������� ����ͻͺ͸�
����������Ǥ��ͻͺ͹�
�ͻͺͺ�
Extended Data Fig 4. Reticulocyte Binding Protein Changes in P. malariae and ͻͺͻ�
P. ovale. a) ������������� ������������ ����Ǧ������� ���������������� ���P. malariae ȋ����ͻͻͲ�
��������Ȍǡ�P. o. curtisi ȋ���������������������� �����Ȍǡ�P. o. wallikeri ȋ��������������ͻͻͳ�
����������Ȍǡ�����P. vivax ȋ
�������������ȌǤ��������������������������������������������ͻͻʹ�
�������ǣ����ͳ�ǡ����ͳ�ǡ����ʹǡ��������͵Ǥ�b) ���͵ͻ��������������������ȋ������Ȍ�����ͻͻ͵�
�������������� ȋ
���Ȍ� ���ͳ�� �������ͳ�� ��� ����� �������� ȋP. vivax, P. o. curtisi, P. o. ͻͻͶ�
wallikeri, P. malariae, P. malariae-likeȌǤ� ����� ���������� ��������� ����Ǥ� ���� �����ͻͻͷ�
�����������������������������������������������������ǡ�������������������������������ͻͻ͸�
�����������������Ǥ�c) ������������������������������� ����������������������ȋ���ͳǡ�ͻͻ͹�
���ʹǡ����͵Ȍ������������ȋP. vivax, P. o. curtisi, P. o. wallikeri, P. cynomolgi, P. malariae, ͻͻͺ�
P. knowlesiȌ� �������� ��� ������������ ��������� ����������� ȋ������������� �������ͻͻͻ�
���������ȌǤ�d) �����Ͷ͹���������������������������������������������������ͳ��������ͳͲͲͲ�
���P. o. curtisi ȋ����������Ȍ� ����P. o. wallikeri ȋ������ ���ȌǤ������������� ������������ͳͲͲͳ�
�����PǤ������������������������ʹ�������������������������������������������������ͳͲͲʹ�
������ ������Ǥ� e) ���͵ͻ� ����� ��� ���ͳ�� ��� ���� ���� P. o. curtisi ȋ������Ȍ� ���� ����ͳͲͲ͵�
����������������������������������������������P. o. wallikeri ȋ���Ȍǡ������������������ͳͲͲͶ�
����������� ����� ������Ǥ� ������ ȋ��� ����Ȍ� ����� ��� ����������� P. o. wallikeri �������ͳͲͲͷ�
ȋ�����ͲʹȌ� �������� ���� ������ ������������ ���� ����������� ȋ
����� ���Ȍ� ����ͳͲͲ͸�
���������������������ȋ����������Ȍ�������ͳ�Ǥ��ͳͲͲ͹�
�ͳͲͲͺ�
Extended Data Fig 5. Subtelomeric gene family dynamics in P. ovale and P. ͳͲͲͻ�
malariae. a) �������� �������� ���� �������� ��� pir� ������������ �������� ����������ͳͲͳͲ�
�������������������������͸ͲǤ��������������pir ���������������������������������Ǥ�ͳͲͳͳ�
������������������������������������������������������������������������������������Ǥ�ͳͲͳʹ�
������������ ����� �������� ��� ����ǡ� �������� ����� �������� ���� �������Ǥ� pir� ������ ���ͳͲͳ͵�
������Ǧ��������������������������������������������������Ǧ����������������Ǥ����������P. ͳͲͳͶ�
vivaxǡ� P. malariae� ���� P. ovale� ���� �������� ����� ����� �������Ǥ� ������ ��� �������ͳͲͳͷ�
�������� �������� ������� ������������ ���� �����Ǧ���������� �����������ǡ� �������� P. ͳͲͳ͸�
ovale����������������������������������Ǧ�����������������Ǥ�P. knowlesi������������������ͳͲͳ͹�
����� ������ �������ǡ� ���� ���� �������� ��������� ���� �������Ǧ��������ǡ� ����������� ��� ����ͳͲͳͺ�
��������������������������������pir�����������Ǥ�b) 
���������������pir ���������������ͳͲͳͻ�
����Ǧ����������������������P. o. curtisi ȋ��������Ȍ�����P. o. wallikeri ȋ���������Ȍ�����ͳͲʹͲ�



������ ����������� ��� ����� ȋ������ ���� ���� ������ ����� ������������ȌǤ� pir ������ �����ͳͲʹͳ�
������ʹͺ� ��������� ����� ��� ͻͻΨΪ� ����� ͳͷͲ� ������ ������ ������� ���������� ��� ����ͳͲʹʹ�
�����Ǥ�
�������������������������������������Ǥ���������������������������������ͳͲʹ͵�
����������������ȋ���������������������������������������������Ȍǡ�ͺͲͳ�������������P. ͳͲʹͶ�
o. curtisi ����������, ͷʹͶ� �������� ���� P. o. wallikeri ����������, ͷʹ͹� ��� ��������ͳͲʹͷ�
������� ����� P. o. curtisi ��������, ���� Ͷʹ͵� ��� �������� ������� ����� P. o. wallikeri ͳͲʹ͸�
��������. ����������������������������������������������������������pir ��������������ͳͲʹ͹�
���� ���� P. ovale �������� ����� ������� ����� �������ǡ� ��� ��������� ��� ���� ���� ��� ����ͳͲʹͺ�
�������������������������Ǥ�c) �����������͸ͳ�����͹ͻ�fam-m ����fam-l ��������ǡ�������ͳͲʹͻ�
��������������������������������������������������������������������������������������ͳͲ͵Ͳ�
�������������������������������Ǥ�͵ͷ����������ȋ���Ȍ�������������������������������ͳͲ͵ͳ�
����������� ������� ���������Ǥ� ������ ������ ������ ���� ������������ �������� ���� ����ͳͲ͵ʹ�
�����������������������ȋ�����ǡ��ʹαͲǤͳͻǡ���δ�ͲǤͲͲͳȌ������������������ȋ�����ǡ��ʹαͲǤͷ͵ǡ�ͳͲ͵͵�
�� δ� ͲǤͲͲͳȌǤ� ����� ������ ����� ���� ���� ��������� ���� ��Ǧ��������ǡ� ����������� �����ͳͲ͵Ͷ�
��������������������������������������������ǡ�����������������������Ǧ��������������ͳͲ͵ͷ�
��� ���������� ����� ������� �������� ��� ����ǡ� ������������ �������� �������������Ǥ� d) ͳͲ͵͸�
������� ����͸ͳ� ���� ͹ͻ� pir ���� fam-m ������Ǧ��������� ȋ�������Ȍǡ� ������ ���� ����ͳͲ͵͹�
�������������������������������������������������������������������������������������ͳͲ͵ͺ�
����� ��� ���� ����� �������Ǥ� ͵ͷ� ��������� ȋ���Ȍ� ����� ��������� ��������� ���� ���ͳͲ͵ͻ�
���������������������������Ǥ�������������������������������������������������������ͳͲͶͲ�
�������������ȋ�����ǡ��ʹαǦͲǤͲͻǡ���ε�ͲǤͲͷȌ������������������ȋ�����ǡ��ʹαǦͲǤͳͲǡ���ε�ͲǤͲͷȌǤ�ͳͲͶͳ�
�������������������������������������������Ǧ��������ǡ��������������������������������ͳͲͶʹ�
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