
HAL Id: tel-01747577
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01747577

Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Variabilité génétique et flux de gènes chez les moustiques
anophèles arabiensis et anophèles gambiae, vecteurs du
paludisme en Afrique. Apport des loci microsatellites

Frédéric Simard

To cite this version:
Frédéric Simard. Variabilité génétique et flux de gènes chez les moustiques anophèles arabiensis et
anophèles gambiae, vecteurs du paludisme en Afrique. Apport des loci microsatellites. Génétique.
Université Henri Poincaré - Nancy 1, 1999. Français. �NNT : 1999NAN10147�. �tel-01747577�

https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01747577
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

AVERTISSEMENT 
 
 

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de 
soutenance et mis à disposition de l'ensemble de la 
communauté universitaire élargie. 
 
Il est soumis à la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci 
implique une obligation de citation et de référencement lors de 
l’utilisation de ce document. 
 
D'autre part, toute contrefaçon, plagiat, reproduction  illicite 
encourt une poursuite pénale. 
 
Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr 
 
 
 
 
 

LIENS 
 
 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10 
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php 
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm 

mailto:theses.sciences@scd.uhp-nancy.fr
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm


Université Henri Poincaré - NANCY I
Faculté des Sciences
UF.R. Sciences et Techniques Biologiques
Ecole Doctorale Biologie et Santé

Thèse

présentée pour l'obtention du titre de

Docteur de l'Université Henri Poincaré, Nancy-I

en Génétique

par Frédéric SIMARD

Variabilité génétique et flux de gènes chez les moustiques
Anopheles arabiensis et Anopheles gambiae, vecteurs du paludisme en Afrique.

Apport des loci microsatellites.

Soutenue publiquement le 22 Juillet 1999

Membres du jury:

Président:

Rapporteurs:

Examinateurs:

B. DECARIS

M.RAYMOND

F. RODHAIN

C. DOURNON

V. ROBERT

D. FONTENILLE

Professeur, Université Henri Poincaré, Nancy I

Directeur de Recherche, Université de Montpellier II

Professeur, Institut Pasteur, Paris

Professeur, Université Henri Poincaré, Nancy I

Directeur de Recherche, !RD, Dakar, Sénégal

Chargé de Recherche, !RD, Dakar, Sénégal

Structure d'accueil: UPRES EA 2401 «Génétique et Interactions cellulaires en Reproduction»,
Laboratoire de Biologie Expérimentale et Immunologie,
Faculté des Sciences, 54506 Vandœuvre les Nancy.

Laboratoire d'accueil: Laboratoire !RD de Zoologie Médicale à l'Institut Pasteur, BP 220, Dakar, Sénégal.

1



Remerciements

Les travaux présentés dans ce mémoire sont le résultat d'un long parcours qui m'aura
enrichi à plusieurs titres. Je tiens ici à remercier tous ceux qui, de près ou de loin ont
contribué à la réalisation de ce projet et m'ont soutenu tout au long de ces trois années
de recherche.

L'intégralité de ces travaux a été réalisée au laboratoire IRD de Zoologie
Médicale à l'Institut Pasteur de Dakar, Sénégal. Pour m'avoir permis de résider à
Dakar, d'abord en tant que Coopérant du Service National, puis comme thésard, je
souhaite remercier Messieurs B. Philippon et C. Bellec du Département Santé de l'IRD
en France, Messieurs P. Mathieu et J.-R. Durand, représentants successifs de
l 'ORSTOM, maintenant devenu IRD, au Sénégal ainsi que Messieurs J.-P. Digoutte et
J.-P. Moreau, ancien et actuel directeurs de l'Institut Pasteur de Dakar.

Cette thèse doit son existence à ma rencontre avec Didier Fontenille lorsque
j'étais en stage de DEA à l'Institut Pasteur de Paris. Didier, je ne saurais assez te
remercier pour avoir tout mis en œuvre pour concrétiser ma venue à Dakar. Ton
dynamisme à toute épreuve, ton insatiable soif de connaissances et ta motivation
communicative m'ont constamment soutenu et aidé dans mes choix. Tu resteras un
modèle d'organisation et de rigueur scientifique pour moi et pour les nombreux
étudiants qui ont eu et qui auront la chance de bénéficier de tes conseils et de travailler
sous ta direction. Merci de m'avoir fait profiter de ton expérience et pour avoir dirigé
ce travail avec tant d'enthousiasme.

Je tiens tout particulièrement à exprimer ici ma plus profonde gratitude à M
François Lacoste pour l'inestimable aide qu'il m'a apportée en acceptant de me
fournir une bourse d'étude privée. Dès notre premier entretien, vous m'avez accordé
votre confiance et je vous en serai éternellement reconnaissant. C'est grâce à vous que
j'ai pu revenir au Sénégal et y vivre pendant ces trois années. Je vous dois également
un voyage à Atlanta qui restera une étape capitale de ma formation. L'intérêt
permanent que vous avez porté à mes travaux et le soutien sans faille que vous m'avez
accordé m'ont permis de mener à bien ce projet et de me consacrer entièrement à mes
recherches. Votre générosité et votre gentillesse exceptionnelles vous honorent et sont
unanimement saluées par toutes les personnes qui ont eu connaissance de vos actions à
mon égard Merci encore pour tout ce que vous avez fait pour moi.

C'est sans aucun doute à Tovi Lehmann que je dois la plus importante part de
mes connaissances en génétique des populations. Merci Tovi pour ton extrême
gentillesse, tes encouragements et ta disponibilité de chaque instant et surtout pour ton
aide si précieuse pour le traitement et l'interprétation de mes résultats. Je garde un
excellent souvenir de mes deux voyages à Atlanta et je suis persuadé que notre
collaboration future sera riche d 'enseignements et très fructueuse. A très bientôt!

Je souhaite également remercier Messieurs Bernard Decaris et Christian
Dournon, professeurs à l'Université de Nancy I pour avoir autorisé mon inscription en
thèse dans cette Université qui a vu se dérouler tout mon cursus. Je suis
particulièrement honoré par votre présence dans mon jury et vous en remercie très
sincèrement.

2



Je tiens aussi à remercier Messieurs François Rhodain et Michel Raymond
pour avoir accepté de juger ce travail et me faire bénéficier de leur incomparable
expérience en entomologie médicale et en génétique des populations.

J'exprime mes plus sincères remerciements à Vincent Robert pour avoir accepté
de siéger dans mon jury et pour le soutien et l'intérêt qu'il m'a manifestés à maintes
reprises. A Laurence Lochouarn également, directrice du laboratoire après le départ
de Didier, en souvenir de ces années passées ensemble: bonne chance et bon courage
pour la suite!

Je ne peux résumer en quelques lignes tout ce je dois à Jean-Jacques
Lemasson. Ton aide m'a été primordiale et souvent même salutaire au labo comme lors
de nos nombreuses missions de collecte de moustiques où ton expérience de
l'entomologie de terrain force le respect. Merci pour m'avoir fait bénéficier de tes
innombrables talents tout au long de ce travail et particulièrement pour ton soutien et
tes encouragements lors de la rédaction. Il existe aussi une vie à côté du boulot, et là
encore ton rôle a été multiple: tour à tour conseiller, confident, ami et même père
parfois (pardon!), infatigable saï-saï lors de nos virées nocturnes, tu as été
incontestablement le plus grand complice de ma vie dakaroise. Je pars vers l'Ouest et
toi vers l'Est (à moins que...) mais notre amitié née en Afrique ne saurait en souffrir et
le souvenir de tout ce que nous avons vécu ensemble restera à jamais gravé dans ma
mémoire. Sois assuré de ma plus profonde gratitude et de mon amitié la plus sincère.

Un grand merci également à Frank H. Collins et Nora J. Besansky pour
l'accueil qu'ils m'ont réservé lors de mes visites au CDC d'Atlanta puis à l'Université
de Notre Dame et pour les discussions très pertinentes que nous avons eues en ces
occasions.

Pour leur accueil au laboratoire de Dakar, leur complicité et leur soutien, je
souhaite remercier tous les djambars du laboratoire de Zoologie Médicale: Mamoudou
Diallo, Ibrahima «Stid» Dia, Mathurin Diatta, Mawlouth Diallo, Khalilou Ba, Yamar
Ba, Ibrahima Baber, Baba, Ousmane Faye, Massamba Sylla, Teddy Diop, Ibrahima
«goor gui» N'Diaye. Bon courage et bonne chance à tous et encore merci pour tout.

Pour leur contribution à la collecte des moustiques et leur hospitalité, je tiens à
rendre hommage à tous les habitants de Barkedji avec une mention particulière pour le
«boss» Sadjo Sow et les deux «tueurs de serpents» Batch et Gaousso, palmes d'or de la
capture d'anophèles. Je remercie également Abdoulaye Diop pour m'avoir
accompagné lors de la première année de captures et avoir contribué de manière
significative à ma formation aux techniques de collecte et d'investigations sur le
terrain.

Plusieurs personnes m'ont apporté une aide à divers niveaux au cours de ce
travail, qu'ils en soient remerciés ici: les docteurs A. Sall, O. Faye, J.-F. Molez, L.
Brutus, R. Gopaul et B. Delay, Messieurs S. Aris-Brosou (merci pour les papiers), R.
Girod, O. Niang, M. Diagne et A. Thiaw, Mesdames A. Traore, K. Briot et H. Diallo
Agne et tous les collègues de l'Institut Pasteur et de l 'IRD de Dakar.

3



Dans un tout autre registre, je souhaite exprimer ma gratitude à tous ceux qui
ont partagé ma vie ici au Sénégal et qui ont contribué à faire de mon séjour un moment
inoubliable. Pour leur soutien et leur hospitalité, je remercie particulièrement tous les
membres de ma désormais belle-famille: Dieuredieuf Sana Touré, Boury, Cheikh,
N'Diémé, Mara, Binetou, Lamine, Ousmane, Hassane, Omar, Khadim, Mame-Awa,
akk nyi ma waxul. ... Merci à Didi Sène en particulier; à Marie-Jo, Olymp, Dior.... et
toutes celles et ceux régulièrement «de passage». A tous merci pour m'avoir prouvé que
la Téranga n'est pas qu'un terme du guide du routard et pour l'accueil que vous avez
réservé aux toubabs venus nous rendre visite.

Un dernier mot pour remercier tous mes supporters de derrière l'écran qui
grâce à leur E-mails m'ont permis de garder le contact avec la métropole et m'ont
encouragé lors des moments difficiles: mes parents Liliane et Jean-Marie pour leur
soutien sans relâche et leur compréhension, le second thésard de la famille, Arnaud et
Céline pour leur humour décapant, la famille Bramardi au grand complet, la famille
Clerc exilée à Lyon, Barh, Baud-Baud, Jojo, Pat, James et tous les autres.....

A tous, mille mercis.

4



A Moune,

5



TABLE DES MATIERES

INTRODUCTION Il

1. La génétique des populations 14

1. 1. - Principes 14

1. 2. - Les modèles mathématiques 15

1. 2. 1. - Le modèle d'Hardy-Weinberg 15

1. 2. 2. - Les modèles démographiques 18

1. 3. - Approches expérimentales et traitement des données 21

1. 3. 1. - Méthode directe 21

1. 3. 2. - Méthode indirecte 22

1. 4. - Outils moléculaires: le cas des microsatellites 24

1. 4. 1. - Caractéristiques générales 26

1. 4. 2. - Avantages et propriétés 28

1. 4. 3. - Les contraintes 30

1.4.4. - Applications 35

2. Le complexe Anopheles gambiae 36

2. 1. - Identification des membres du complexe An. gambiae 38

2. 2. - Biologie et répartition géographique 41

2. 3. - Stratégies de lutte 45

2. 3. 1. - La lutte antivectorielle aujourd'hui 46

2.3.2. - Axes de recherche et perspectives 47

3. Structure génétique et spéciation au sein du complexe
An. gambiae 49

3. 1. - Les inversions chromosomiques comme marqueurs de
populations 49

3. 2. - Polymorphisme des marqueurs isoenzymes 51

3. 3. - Un schéma contrasté fourni par les marqueurs moléculaires 52

6



3.4. - Application des marqueurs microsatellites 53

3.4. 1. - Structure géographique des populations
d'An. gambiae Savane 53

3.4.2. - Présentation de l'étude 55

METHODOLOGIE GENERALE 56

1. Collecte et identification des moustiques sur le terrain 57

1. 1. - Capture par pulvérisation intra-domiciliaire d'insecticide 57

1. 2. - Capture sur sujet humain volontaire 59

1. 3. - Capture à l'aspirateur à bouche 61

1. 4. - Identification morphologique 61

2. Détermination de l'espèce et du génotype 62

2. 1. - Identification spécifique 62

2. 2. - Détermination du génotype aux loci microsatellites 64

3. Analyse des données 67

3. 1. - Test de conformité à l'équilibre d'Hardy-Weinberg 67

3.2. - Test du déséquilibre de liaison entre paires de loci 68

3. 3. - Test d'homogénéité des fréquences alléliques ou
génotypiques 68

3.4. - Les statistiques F 68

3. 5. - Les statistiques R 69

PREMIERE PARTIE
Polymorphisme des marqueurs microsatellites chez Anopheles
arabiensis: étude de la répartition spatiale de la variabilité
génétique 70

1. Description des sites d'étude 73

1. 1. - Sénégal 73

1. 2. - Madagascar 73

1. 3. - L'archipel des Mascareignes 75

7



2. Analyse génétique 78

2. 1. - Polymorphisme des marqueurs micro satellites chez
An. arabiensis 78

2.2. - Variabilité génétique au sein des populations 80

2. 3. - Différenciation génétique entre populations et flux de gènes 84

3. Structure génétique des populations d'An. arabiensis: le rôle des
facteurs écologiques et historiques 86

3. 1. - Perte de polymorphisme et contraintes sur la taille des
populations: influence de la dérive génétique sur les populations
locales 86

3. 2. - Différenciation génétique entre sous-populations: dérive
génétique et flux de gènes 90

4. Retour sur les conditions d'application des modèles 93

5. Conclusion 97

DEUXIEME PARTIE
Suivi temporel de la variabilité génétique dans une population
d'Anopheles arabiensis en zone sahélienne 99

1. Dynamique des populations d'anophèles à Barkedji 101

1. 1. - Observations de terrain 101

1. 2. - La problématique 106

2. L'approche temporelle: estimation de la taille effective des
populations grâce aux variations de fréquences alléliques 108

2. 1. - Principes 108

2. 2. - Formulation mathématique 110

2. 3. - Application aux données expérimentales et commentaires 112

3. Application de l'approche temporelle à la population d'An.
arabiensis de Barkedji 113

3. 1. - Evolution du polymorphisme des loci microsatellites
au cours du temps 113

8



3.2. - Taille effective de la population 120

3. 3. - Implications sur la biologie d'An. arabiensis en zone
sahélienne 124

3.3. 1. - L'estivation 125

3. 3. 2. - La dispersion des individus 127

4. Structure génétique au Sénégal 128

5. Conclusion 132

5. 1. - Fiabilité de l'estimation de Ne 132

5.2. - Conclusion générale 135

TROISIEME PARTIE
Etude de la différenciation génétique entre les formes Mopti
et Savane chez Anopheles gambiae s.s, 137

1. Introduction 138

1. 1. - Compléments sur les études cytogénétiques 138

1. 2. - Nouvelles données et présentation de l'étude 140

2. Résultats 142

2. 1. - Distribution des fréquences alléliques 142

2. 2. - Test de la panmixie 145

2. 3. - Différenciation génétique entre formes chromosomiques 147

3. Discussion 151

3. 1. - Le temps de divergence entre populations 153

3.2. - Différents régimes de sélection 155

3.3. - Des populations en expansion 158

4. Conclusion 160

CONCLUSIONS & PERSPECTIVES 163

9



1. Les marqueurs microsatellites et leur utilisation pour l'étude
de la génétique des populations d'anophèles 164

2. Structure des populations et flux de gènes au sein du complexe
An. gambiae : implications sur les moyens de lutte antivectoriel1e 171

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 177

ANNEXES 198

Annexe 1 :

Lehmann T, Hawley WA, Kamau L, Fontenille D, Simard F et Collins FH.
1996. Genetic differentiation ofAnopheles gambiae populations from East and
West Africa: a comparison of microsatellite and allozyme loci. Heredity 77:
192-208.

Annexe 2:

Simard F, Fontenille D, Lehmann T, Girod R, Brutus L, Gopaul R, Dournon C
et Collins FH. 1999. High amounts of genetic differentiation between
populations of the malaria vector Anopheles arabiensis from West Africa and
Eastern Outer islands. Am. J Trop. Med. Hyg. 60(6): 1000-1009.

Annexe 3:

Lemasson JJ, Fontenille D, Lochouarn L, Dia l, Simard F, Ba K, Diop A,
Diatta Met Molez J-F. 1997. Comparison ofbehavior and vector efficiency of
Anopheles gambiae and An. arabiensis (Diptera: Culicidae) in Barkedji, a
sahelian area of Senegal. J Med. Entomo!. 34(4): 396-403.

Annexe 4:

Simard F, Lehmann T, Lemasson JJ, Diatta M et Fontenille D.
Persistence ofAnopheles arabiensis during severe dry-season conditions in
West Africa : an indirect approach using microsatellite loci. In preparation.

10



INTRODUCTION

11



En dépit des campagnes de lutte instaurées depuis plus d'un demi siècle, le

paludisme reste aujourd'hui la maladie parasitaire à laquelle l'humanité paye le plus

lourd tribut. Actuellement en pleine recrudescence, il sévit à l'état endémique dans 102

pays et plus de deux milliards d'individus vivent en zone de transmission,

principalement en Afrique sub-saharienne (Danis et Mouchet, 1991). Malgré l'absence

de statistiques fiables, on estime que 300 à 500 millions de personnes sont atteintes par

an, 1,7 à 3 millions des cas ayant une issue fatale en particulier chez les enfants de

moins de 5 ans (Gysin et Doury, 1997; Declan, 1997; OMS, 1998). C'est une parasitose

à transmission vectorielle. Les moustiques du genre Anopheles sont les seuls à pouvoir

transmettre les 4 espèces de Plasmodium responsables des paludismes humains.

L'apparition chez le parasite de phénomènes de résistance aux antipaludiques

courants et la diminution de la sensibilité des vecteurs aux insecticides ont mis un terme

aux espoirs d'éradication de la maladie suscités dans les années 50 suite à la découverte

des propriétés insecticides du DDT. La biologie des parasites comme celle des vecteurs

et la complexité de leurs interrelations restent encore en bien des points obscures.

L'extrême variabilité des profils épidémiologiques de la maladie ainsi que le manque

cruel de moyens alloués à la recherche dans ce domaine constituent également des

obstacles majeurs à la mise au point de moyens de lutte fiables et efficaces. En outre,

l'accessibilité aux soins et le dépistage précoce des cas de paludisme est encore aléatoire

dans la plupart des Etats les plus touchés et le manque de ressources dû à une

diminution des investissements dans la plupart des pays concernés (Collins et

Paskewitz, 1995) entrave la mise en œuvre convenable des moyens de prévention et de

traitement dont nous disposons. Le vaccin en est toujours au stade de la recherche et de

nouvelles stratégies de lutte moins coûteuses sont aujourd'hui nécessaires.
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La communauté scientifique internationale s'est récemment mobilisée afin de

coordonner les recherches et d'identifier les priorités en matière de lutte contre le

paludisme (Declan, 1997). Désormais, l'objectif n'est plus l'éradication pure et simple

de la maladie mais les efforts se concentrent pour limiter la mortalité et la morbidité

palustre et parvenir à l'endiguement du fléau. Les nouvelles stratégies visent à diminuer

l'intensité de la transmission: elles requièrent donc une connaissance approfondie de la

biologie et de l'écologie des populations vectorielles afin d'en optimiser les moyens de

contrôle.

Depuis la fin des années 50, de très nombreuses études entomologiques, souvent

particulièrement détaillées, résultant du suivi des sites de transmission du paludisme ont

mis en évidence la complexité du système vectoriel impliqué dans la zone afrotropicale

(Hamon et al., 1956; Coluzzi, 1984; Mouchet et al., 1993). Dans la grande majorité des

cas, plusieurs espèces transmettent le parasite en même temps ou de façon alternée au

cours de l'année. Cinq espèces sont considérées comme vecteurs d'importance majeure

sur le continent africain: Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis, Anopheles funestus,

Anopheles nili et Anopheles moucheti. A elles seules, An. gambiae et An. arabiensis,

deux espèces jumelles appartenant au complexe An. gambiae s.1. (sens large) sont

globalement responsables de 90% de la transmission dans la zone intertropicale (Robert

et Carnevale, 1984). Ces deux vecteurs sont donc la cible essentielle des actions de lutte

contre le paludisme en Afrique. Bien connaître ces populations vectorielles et définir

leurs interrelations est primordial pour mieux comprendre les mécanismes de la

transmission du paludisme et pouvoir agir de manière efficace.

Dans cette optique, nous avons entrepris une étude de la génétique des

populations des anophèles du complexe An. gambiae grâce aux marqueurs ADN

microsatellites. Au cours de cette introduction, nous allons dans un premier temps

13



présenter les principes, modèles et outils utilisés en génétique des populations en

décrivant plus particulièrement les propriétés des marqueurs que nous avons choisi

(Chapitre 1). Nous exposerons ensuite quelques généralités sur le complexe An.

gambiae, les différentes espèces qui le composent et les stratégies utilisées ou

préconisées pour les contrôler (Chapitre 2), pour terminer par une présentation des

données disponibles sur la structure génétique des populations au sein du complexe An.

gambiae qui nous permettra de préciser les objectifs de nos investigations (Chapitre 3).

1. LA GENÉTIQUE DES POPULATIONS

1. 1. - Principes

La génétique des populations est l'étude de la répartition de la variabilité

génétique entre et au sein de populations naturelles et des forces génétiques, écologiques

ou environnementales qui la gouvernent. Ces forces, nombreuses et interactives, sont

notamment la mutation, la recombinaison, la sélection, la migration, la distance

géographique entre individus et le système de reproduction. Reconnaître et quantifier

ces facteurs est essentiel pour déterminer ou prédire l'évolution des populations et des

espèces.

En entomologie médicale plus particulièrement, une description précise et

intelligible de la variabilité génétique des populations vectorielles et de sa répartition

dans l'espace et/ou dans le temps peut fournir des indications précieuses permettant de

mieux comprendre l'épidémiologie de la maladie transmise. En effet, les forces

régissant la structure génétique des populations de vecteurs et son évolution vont
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également jouer un rôle primordial dans la répartition de la capacité à transmettre

l'agent pathogène ou à résister à un moyen de contrôle.

La subdivision des populations naturelles en sous-unités locales apparaît d'un

point de vue empirique comme un élément majeur à prendre en compte. En effet, chez

la plupart des espèces, il existe des variations géographiques qui se manifestent tant au

niveau morphologique qu'au niveau des fréquences de certains gènes. L'amplitude de

ces différences résulte de la balance entre les forces qui tendent à individualiser les

populations locales d'une part, et les forces qui tendent à homogénéiser la variabilité

génétique au sein de l'espèce d'autre part. La complexité de ces systèmes nécessite le

recours à des modèles mathématiques reposant sur un certain nombre de postulats

simples qui permettront l'analyse des structures génétiques existantes.

1. 2. - Modèles mathématiques

La description des modèles utilisés en génétique des populations nécessite au

préalable la définition de certaines notions spécifiques qui figurent dans l'Encadré 1.

Dans cette discipline, la population est vue comme un "pool de gènes" dont la

composition est susceptible d'évoluer, les individus n'étant que les porteurs transitoires

de ces gènes.

1. 2. 1. - Le modèle d'Hardy-Weinberg

C'est le modèle le plus simple, qui sert de base à la génétique des populations. Il

a été publié simultanément et indépendamment par G.R. Hardy et par W. Weinberg en

1908. Ce modèle décrit les relations entre fréquences alléliques et génotypiques dans

une population idéale.

15



Encadré 1

Définition de quelques notions importantes en génétique des populations

- Gène: Un gène est un enchaînement de bases sur l'ADN destiné à être transcrit
puis traduit en une succession d'acides aminés qui formeront une protéine. En génétique
des populations, ce terme désigne, plus généralement, un fragment d'ADN non
recombinant qui peut être codant ou non.

- Allèle: ce terme représente l'état d'un gène sur un chromosome. Chez les
organismes diploïdes, un gène possède deux allèles, chacun sur l'un des deux
chromosomes homologues. Si les deux copies sont identiques, l'individu est dit
homozygote; si les deux copies sont différentes, l'individu est hétérozygote. La
proportion d'individus hétérozygotes définit l'hétérozygotie de la population pour le
marqueur considéré. C'est un des paramètres permettant de quantifier le degré de
diversité génétique au sein d'une population (Nei, 1978).

- Locus: c'est l'emplacement d'un gène sur le chromosome (= localisation
cytologique).

- Population: ensemble d'individus de la même espèce entre lesquels les
croisements sont libres (c'est la panmixie).

- Sous-population (synonymes: dème, population locale): subdivision de la
population.

- Taille effective d'une population (Wright 1931,1938): taille (en nombre
d'individus) d'une population idéale, non soumise à la migration, ayant les mêmes
propriétés que la population naturelle étudiée. Le sex-ratio est 1:1, les croisements sont
libres et tous les individus ont la même capacité de reproduction. De ce fait, la taille
effective de la population est très souvent inférieure à la taille réelle de la population
naturelle car elle correspond au nombre d'individus qui vont effectivement avoir une
descendance.
Symbole conventionnel: Ne.

- Dérive génétique: c'est une force évolutive qui traduit l'échantillonnage
aléatoire des allèles de la population parentale qui seront représentés dans la
descendance. Elle est directement liée à la taille finie des populations naturelles: plus les
populations seront de taille restreinte, plus l'influence de la dérive génétique sera
importante. Elle agit en faveur de l'augmentation de la différenciation entre populations.

- Flux de gènes: cette appellation regroupe toutes les formes de migration des
gamètes, des individus ou de groupes d'individus d'une sous-population à une autre.
Cette force s'oppose à la dérive génétique et favorise l'homogénéisation de la
population.
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Les hypothèses permettant de simplifier les calculs sont:

-les gamètes s'associent au hasard par rapport aux gènes considérés (panmixie),

- la population est de taille infinie,

- la fréquence des gènes n'est pas modifiée d'une génération à l'autre par la

mutation, la sélection ou l'apport extérieur de nouveaux gènes (pas de migration).

Dans ces conditions, les fréquences alléliques restent stables au cours des

générations et les fréquences génotypiques se déduisent des fréquences alléliques par la

relation:

homozygotes

hétérozygotes Ai Aj = 2 Pi Pj

où Pi et pj sont les fréquences des allèles Ai et Aj respectivement dans la population.

La population est dite en équilibre d'Hardy-Weinberg.

Cette relation entre fréquences alléliques et génotypiques est vraie dès qu'il y a

panmixie, l'influence de la taille de la population, de la mutation, de la sélection et de la

migration n'intervenant qu'au niveau de la constance des fréquences alléliques au cours

des générations.

Ainsi, il est possible de tester si, à l'intérieur d'une population donnée, les

croisements se font de manière aléatoire ou non en comparant les fréquences

génotypiques observées à celles attendues sous l'hypothèse de l'équilibre d'Hardy

Weinberg par une statistique de type X2 ayant comme degré de liberté le nombre

d'allèles-l (nombre d'allèles indépendants) observés à un locus.

Une déviation significative par rapport à cet équilibre peut être due (i) au

système de reproduction (autogamie, consanguinité, homogamie ...) ou (ii) au mélange

de deux ou plusieurs sous-populations qui peuvent être elles-mêmes panmictiques mais
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qui ne sont pas interfécondes: c'est l'effet Wahlund qui se manifeste par un déficit en

hétérozygotes. Ce modèle servira constamment de base dans tout ce qui va suivre et

permet de définir une population (voir Encadré 1).

1. 2. 2. - Les modèles démographiques

Les modèles décrivant la structure de populations dispersées dans l'espace

appartiennent à deux grandes catégories: ceux décrivant une structure continue dans

l'espace et ceux pour lesquelles les populations sont subdivisées en sous-unités

discrètes. Tous ces modèles reposent sur l'étude de l'équilibre entre dérive génétique et

flux de gènes (voir Encadré 1). Les populations sont supposées persister suffisamment

longtemps pour que cet équilibre soit atteint. Les croisements sont libres à l'intérieur de

chaque sous-population. Parmi ces modèles, on distingue:

- les modèles en îles (Wright, 1931; Latter, 1973; Slatkin, 1985a)

En 1931, Wright propose un modèle dans lequel une population d'individus

diploïdes à générations discrètes est subdivisée en un nombre infini d'îles ou sous

populations de tailles finies N individus. Chaque île échange des migrants avec

l'ensemble des autres îles. Les fréquences alléliques sur la population globale sont

stables mais chaque île est soumise à la dérive génétique et à la migration. Plus tard,

Latter (1973) puis Slatkin (1985a) vont affiner ce modèle en considérant un nombre fini

d'îles d'effectifs égaux N. La population globale est alors elle aussi soumise à la dérive

génétique et les fréquences alléliques peuvent changer au cours des générations.

Ces modèles ne supposent aucune géographie particulière des îles entre elles,

chacune contribuant de manière égale à la formation d'un groupe de migrants

équitablement redistribué à chaque génération. Wright (1931) a montré que si une
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fraction m des N individus d'une île est remplacée par des immigrants provenant d'une

autre île, les deux sous-populations ne pourront diverger génétiquement l'une de l'autre

qu'à la condition où Nm<1. En d'autres termes, l'échange d'un seul individu par

génération entre deux sous-populations est suffisant pour maintenir l'homogénéité de la

variabilité génétique au sein de la population et contrecarrer l'effet de la dérive

génétique. Le paramètre Nm est très souvent utilisé en génétique des populations pour

quantifier les flux de gènes entre sous-populations.

- les modèles de "stepping stone" (Kimura, 1953)

Ces modèles reposent sur les mêmes caractéristiques que les modèles en îles

mais font référence à un système géographique structuré à l'intérieur duquel les sous

populations ne peuvent échanger des migrants qu'avec leurs plus proches voisins, de

façon réciproque. Différentes variantes existent en fonction de la position dans l'espace

des voisins pouvant échanger des migrants: ce sont les modèles de "stepping stone" à

une, deux ou trois dimensions. Un modèle à une dimension pourra décrire la répartition

de populations le long d'un rivage ou d'un axe de communication, par exemple. Un

modèle à deux dimensions sera plus adapté à l'étude de populations insulaires dans un

archipel.

- le modèle de populations subdivisées et transitoires ou métapopulations

C'est Levins (1969, 1970) qui utilise pour la première fois le terme de

métapopulation qu'il définit comme "une population de populations locales qui sont

établies par des individus colonisateurs, survivent pendant un certain temps, envoient

des migrants et, éventuellement, disparaissent. La persistance d'une espèce dans une
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région donnée dépend de la balance entre le taux de colonisation et le taux

d'extinction".

Dans un environnement constitué par plusieurs sites semblables capables de

permettre le développement des individus (similaire au modèle en îles), la taille des

populations locales occupant ces différents sites est soit 0 (site inoccupé), soit K

(effectif en nombre d'individus de la population locale). La dynamique interne est

ignorée, seuls les évènements de colonisation ou d'extinction sont pris en compte. Le

taux d'extinction est fixe et identique pour chacune des populations locales; le taux de

colonisation est variable en fonction du temps et dépend de p, la fraction de sites

occupés à un temps donné (source de migrants colonisateurs) et de (l-p), la fraction de

sites inoccupés (cibles de la migration). La valeur de p à l'équilibre est p=l-e/m où met

e sont respectivement les taux de colonisation et d'extinction. Si le taux d'extinction

surpasse le taux de colonisation, l'espèce s'éteint. Ce modèle permet d'étudier l'impact

des extinctions et des colonisations sur la répartition de la variabilité génétique entre

sous-populations au sein d'une même espèce.

-le modèle de voisinage ou d'isolement par la distance (Wright, 1943)

A l'inverse des modèles précédents, aucune subdivision de la population n'est

supposée: les individus sont librement dispersés dans l'espace, de manière continue. Ce

modèle suppose que la dispersion des individus, ou plus généralement des gènes est une

fonction décroissante de la distance géographique. Le paramètre caractérisant la

migration n'est plus la fraction d'individus échangés entre deux sous-unités mais la

taille du voisinage, fonction de la densité de la population et de la capacité de dispersion

des individus (distance entre le lieu de naissance d'un individu et celui de ses parents).
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Ces modèles ont fait l'objet d'études mathématiques et statistiques très poussées

visant à définir et à estimer un certain nombre de paramètres généraux permettant de

rendre compte de la force de la structure génétique et de l'intensité des relations qui

existent entre et au sein de populations naturelles. Ils sont à l'origine d'outils permettant

l'analyse des données expérimentales.

1. 3. - Approches expérimentales et traitement des données

Deux méthodes peuvent être utilisées dans le but d'étudier la structure génétique

des populations et plus particulièrement les flux de gènes:

1. 3. 1. - Méthode directe

Elle consiste en l'observation directe sur le terrain des flux migratoires et de la

dispersion des individus et fait notamment appel aux techniques de capture-marquage

recapture. Cette méthode a été appliquée à l'étude de la dispersion des moustiques,

particulièrement chez Ae. aegypti mais peu d'exemples ont été recensés chez An.

gambiae (Service, 1993). Les moustiques sont marqués par des poudres fluorescentes.

Des modèles spécifiques permettent d'estimer la capacité de dispersion des individus,

leur espérance de vie (taux de mortalité journalier), la densité de la population et d'en

déduire une estimation de la taille effective des populations (Fisher et Ford, 1947;

Service, 1993). Elle apporte donc des informations très importantes sur la capacité

vectorielle des populations, leur biologie et leur importance épidémiologique.

Cependant, la méthode directe souffre de différents biais pour l'estimation des

flux de gènes (Slatkin, 1987). En effet, la capacité de dispersion peut ne pas refléter les

flux de gènes parce qu'elle n'est pas représentative du succès d'établissement et de

reproduction des individus ayant migré. De plus, elle est nécessairement limitée dans le
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temps (l'impact des flux de gènes en termes évolutifs devrait se mesurer sur un grand

nombre de générations) et dans l'espace (répartition des points de recapture). Chez les

moustiques, le taux de recapture est généralement très faible (l à 5%) et cette méthode

est inapplicable en saison sèche, la densité des populations étant extrêmement faible

dans ces conditions (Service, 1993; Costantini et al., 1996; Touré et al., 1998).

1. 3. 2. - Méthode indirecte

Cette méthode s'appuie sur l'observation de la répartition géographique des

fréquences alléliques, le plus souvent obtenues en utilisant des marqueurs allozymiques,

mais aussi, depuis l'avènement des techniques de biologie moléculaire et de la PCR

(Polymerase Chain Reaction) en particulier, des marqueurs permettant d'avoir un accès

direct au polymorphisme de l'ADN (Nei, 1987; Avise, 1994; Raymond, 1996). Cette

méthode diffère foncièrement de la précédente dans le sens où l'on se place en amont

des flux de gènes, le but étant alors d'estimer le taux des flux géniques qui ont dû se

produire pour expliquer le profil de répartition de la variabilité génétique observé. Cela

justifie l'appellation "indirecte".

La méthode d'analyse des données la plus utilisée est celle développée par

Wright afin d'estimer la variance standardisée des fréquences alléliques entre les sous

populations (Wright, 1951, 1965). Wright a construit un ensemble d'outils

mathématiques basé sur les rapports d'hétérozygotie observée et calculée sous

l'hypothèse de l'équilibre d'Hardy-Weinberg dans chaque sous-population et sur la

population totale, les statistiques F. Elles permettent de décrire la répartition de la

variabilité génétique entre et au sein des populations. Trois coefficients sont utilisés:

- Fis mesure la déviation par rapport aux proportions attendues sous

l'hypothèse de l'équilibre d'Hardy-Weinberg au sein de chacune des sous-populations
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(Fis est également appelé coefficient de consanguinité des individus dans la sous

population à laquelle ils appartiennent),

- Fst mesure la différenciation génétique entre sous-populations (Fst est

appelé index de fixation, quantifiant la consanguinité dans les sous-populations par

rapport à la population totale),

- Fit mesure la déviation par rapport aux proportions attendues sous

l'hypothèse de l'équilibre d'Hardy-Weinberg sur l'ensemble des sous-populations (Fit

est le coefficient de consanguinité des individus dans la population totale).

Ces trois paramètres sont reliés par l'équation: (1-Fit) = (1-Fis) (1-Fst)

Weir et Cockerham (1984) ont montré la correspondance entre les paramètres F

de Wright et les composantes de la variance des fréquences alléliques dans des

populations structurées: la variance entre individus au sein d'une sous-population estime

Fis, la variance entre sous-populations au sein de la population totale estime Fst, et la

variance entre individus au sein de la population totale estime Fit. L'analyse par les

statistiques F est donc analogue à une analyse hiérarchique de variance (nested

ANOVA) ayant comme variables les fréquences alléliques et comme facteurs l'individu

et la sous-population.

Ces estimateurs sans biais des paramètres F ont été généralisés à l'étude de

plusieurs allèles et plusieurs loci et sont très utilisés dans les logiciels informatiques de

génétique des populations. Ils sont sensibles à des différences d'effectifs trop

importantes entre les échantillons testés.

Sous l'hypothèse d'un équilibre entre mutation et dérive, d'un modèle en nombre

infini d'îles, d'un taux de mutation négligeable par rapport à la taille effective des
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populations et si le taux de migration m«l, le paramètre Fst est relié simplement à une

mesure du flux de gènes entre sous-populations par la formule:

Fst = 1/(1+ 4 Nm) (Wright, 1951)

Une autre méthode d'estimation de Nm a été proposée par Slatkin (1985b) sur la

base de la fréquence des allèles privés, allèles qui n'existent que dans une seule sous

population (Neel, 1973). Pour les modèles en îles et de stepping-stone, il existe une

relation linéaire entre le logarithme de la fréquence allélique moyenne de ces allèles et le

logarithme de Nm. Cette méthode permet en outre un ajustement par rapport à la taille

des échantillons.

Il existe encore d'autres méthodes pour étudier la structure génétique des

populations et les flux de gènes telles que la méthode du maximum de vraisemblance

(Rannala et Hartigan, 1996) ou les analyses de corrélation spatiales (Epperson, 1993)

mais elles ne seront pas développées ici.

Les approches indirectes sont généralement les approches les plus souples pour

analyser la structuration des populations. Les données nécessaires à ces analyses sont

des effectifs (ou fréquences), des génotypes et des allèles. Différents outils permettent

d'avoir accès à ces informations.

1. 4. - Outils moléculaires: le cas des microsatellites

L'approche indirecte pour estimer les flux de gènes s'intéresse à la distribution

des gènes entre et au sein des populations. Afin d'avoir accès à ces informations, l'outil

privilégié est longtemps resté l'électrophorèse enzymatique (Shaw et Prasad, 1970;
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Richardson et al., 1986). La migration sur gel d'amidon d'extraits enzymatiques puis

leur révélation grâce à un substrat spécifique de l'enzyme étudié permet la mise en

évidence d'isomorphes considérés comme autant d'allèles dont la fréquence peut dès

lors être estimée dans les populations étudiées. La séparation des isomorphes sur gel

d'amidon est due à une différence de la charge globale de la protéine qui révèle une

différence dans la séquence des acides aminés qui la constituent. Ces systèmes ont

l'avantage d'être codominants mais sont généralement peu polymorphes et peuvent

s'avérer peu résolutifs en termes de génétique des populations.

La mise au point de la technique PCR en 1985 a permis le développement de

nombreux outils moléculaires permettant d'avoir accès directement au polymorphisme

de l'ADN, à partir de peu de matériel de départ. Parmi ces nouveaux marqueurs, les plus

utilisés sont:

- les RAPD (Random Arnplified Polymorphie DNA),

- les RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),

- les SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism),

- les micro- et minisatellites multilocus,

- les microsatellites,

-les séquences d'ADN (ADN mitochondrial ou nucléaire).

Nous allons maintenant décrire plus en détailles propriétés des marqueurs utilisés lors

de notre étude: les loci microsatellites.
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1. 4. 1. - Caractéristiques générales

Ce sont de petites séquences d'ADN non codant de deux à cinq paires de bases

répétées en tandem présentant un polymorphisme de longueur (Encadré 2). Ils sont très

répandus sur le génome des Eucaryotes (Hamada et al., 1982; Tautz et Renz, 1984).

Leurs allèles sont codominants et, étant situés dans des régions non codantes du

génome, ils sont généralement considérés comme des gènes neutres. Leur fonction

biologique reste peu connue (Epplen et al., 1993). Cependant, les séquences de type

(CA)n pourraient constituer des points chauds de recombinaison lors de la réplication ou

intervenir dans la conformation de l'ADN (organisation de la chromatine). Les

séquences de type (CTG)n quelque fois associées à des maladies génétiques humaines

pourraient jouer un rôle dans la régulation de l'expression de certains gènes (Nordheim

et Rich, 1983; Pardue et al., 1987; Brahmachari et al., 1995).

Bien que l'appellation la plus courante pour ce type de marqueurs soit

"microsatellites", la littérature abonde de termes variés pour les décrire dont les plus

courants sont SSR pour "Simple Sequence Repeats", STR pour "Simple Tandem

Repeats", "short VNTR" où VNTR signifie "Variable Number of Tandem Repeats" ou

encore SSLP pour "Single Sequence Length Polymorphism".

L'utilisation de ces marqueurs pour générer des empreintes génétiques apparaît

vers 1985 mais la première véritable étude de structure des populations utilisant les

microsatellites est celle de Edwards et al. (1992) sur des populations humaines.
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Encadré 2

Les marqueurs microsatellites

(d'après Viard, 1996; Jarne et Lagoda, 1996)

Définition:

Séquences d'ADN répétées en tandem d'un motif de deux à cinq paires de bases.

5' GCCACGATGGTTTCG.....GTGTGTGTGTGT .....CGTCCAAGTACGATC 3'

séquence flanquante 6 répétitions séquence flanquante

Les amorces de PCR correspondant à des séquences uniques (soulignées) sont déterminées
dans les régions adjacentes aux répétitions (séquences flanquantes).

Structure:

Les marqueurs microsatellites peuvent être classés en trois familles selon leur structure
interne.

Purs (parfaits)
Composés
Interrompus

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTCACACACACA
GTGTGTTTGTGTTTGTTTGT

Base de la variabilité:

Les séquences microsatellites présentent un polymorphisme de longueur, du au nombre
variable de répétitions qui les composent. Chaque allèle correspond à un nombre de
répétitions (en théorie) et à une taille d'amplifiat (en pratique).

Dans l'exemple ci-dessous, les séquences flanquantes font 80 paires de bases et le motif
répété est un dinucléotide (2 pb):

Nombre de
répétitions

12

11

10

9

Fragment amplifié

oooo®®®®®®®®®®®®oooo

OOOO®®®®®®®®®®®OOOO

OOOO®®®®®®®®®®OOOO

OOOO®®®®®®®®®OOOO

Taille du fragment

12 x 2 + 80 = 104 pb

11 x 2 + 80 = 102 pb

10 x 2 + 80 = 100 pb

9 x 2 + 80 = 98 pb

o = séquences flanquantes ® = motif répété (2pb)
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1. 4. 2. - Avantages et propriétés

Quelques caractéristiques importantes pour les études de génétique des

populations sont à retenir:

- une mise en évidence aisée des allèles

Grâce à des amorces spécifiques désignées dans les séquences adjacentes aux

répétitions (séquences flanquantes, voir Encadré 2), l'amplification par PCR puis

l'électrophorèse sur gel d'agarose ou d'acrylamide permettent d'avoir directement accès

au génotype des individus (Queller et al., 1993).

- un taux de mutation élevé générant un important polymorphisme

Les mécanismes moléculaires à l'origine du polymorphisme important des

microsatellites ne sont pas encore aujourd'hui parfaitement élucidés. Cependant, le

glissement de la polymérase ("slippage") lors de la réplication de l'ADN et les crossing

over inégaux semblent être la source majeure de la variation (Levinson et Gutman,

1987; Tautz et Schlôtterer, 1994; Dover, 1995). Ces mécanismes particuliers confèrent

aux microsatellites un taux de mutation très élevé. Les estimations chez l'homme

(Weber et Wong, 1993), la souris (Dallas, 1992) ou An. gambiae (Lehmann et al., 1998)

sont de l'ordre de 10-3 à 10-5, soit de 10 à 1000 fois supérieures aux valeurs avancées

pour les isoenzymes (Ayala, 1976). Ces forts taux de mutations rendent les

microsatellites très polymorphes et donc potentiellement très résolutifs pour les études

de génétique des populations.

- la conservation de loci microsatellites d'une espèce à une autre a été

démontrée dans des groupes aussi variés que les cétacés (Schlôtterer et al., 1991), les

oiseaux (Primmer et al., 1996a), les primates (Deka et al., 1994; Garza et al., 1995;

Blanquer-Maumont et Crouau-Roy, 1995), les tortues marines (FritzSimmons et al.,

1995) ou les mammifères en général (Stallings, 1995) et peut permettre l'utilisation
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d'amorces hétérologues pour des études comparatives de la variabilité génétique entre

espèces proches.

- des modèles de mutation et d'interprétation des données spécifiques

Le modèle de mutation généralement utilisé pour les isoenzymes est l'IAM

(Infinite Allele Model) décrit par Kimura et Crow, 1964. Dans ce modèle adapté à des

marqueurs ayant un faible taux de mutation, chaque nouvel allèle apparaissant par

mutation est différent de ceux qui existaient déjà dans la population. Par conséquent, les

allèles sont indépendants les uns des autres. Shriver et al. (1993) et Valdes et al. (1993)

ont montré par simulation sur ordinateur, que l'évolution des microsatellites humains à

motif dinuc1éotide serait mieux décrite par un modèle de type SMM ("Stewise Mutation

Model", Kimura et Otha, 1978). Le SMM suppose qu'à chaque mutation est associée

une suppression ou une addition d'une répétition du motif. Néanmoins, d'autres études

n'ont pas pu rejeter ni l'un ni l'autre de ces modèles pour expliquer le profil de variation

obtenu (Estoup et al., 1995a). Une évolution du SMM, le TPM (Two-Phase Model) a

également été proposé par Di Rienzo et al. (1994): dans ce modèle, une proportionp de

mutations suit un SMM et une proportion I-p se traduit par des ajouts ou des délétions

de plusieurs motifs. Au contraire de l'IAM, les modèles SMM et TPM tiennent donc

compte de la relation entre allèles en fonction de leur taille: la taille d'un allèle mutant

est liée à la taille de l'allèle qui a muté, et deux allèles de même taille n (répétitions)

peuvent avoir été générés par des processus différents (n+1~n ou n-I~n sous un

SMM).

Ces différents modèles ont permis le développement de nouvelles méthodes

d'analyse des données spécifiques aux loci microsatellites qui tiennent compte de leur

fort taux de mutation et de l'interdépendance de la taille des allèles. Ce sont les

statistiques R (Slatkin, 1995). Les estimateurs obtenus (Ris et Rst) sont comparables aux
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estimateurs définis par Weir et Cockerham (1984) pour les statistiques F, l'analyse de

variance étant effectuée sur la taille des allèles (en nombre de répétitions) et non plus

sur la simple identité ou non-identité des allèles (Goldstein et al., 1995a; Michalakis et

Excoffier, 1996; Kimmel et al., 1996). L'estimation de Nm est reliée à Rst par une

formule analogue à celle de Wright (1951) corrigée pour les effets d'échantillonnage

(Slatkin, 1995).

1. 4. 3. - les contraintes

L'utilisation des marqueurs microsatellites en biologie et en génétique des

populations est allée grandissante depuis 1992 (voir par exemple les revues de Buford et

Wayne, 1993; Ashley et Dow, 1994; Jarne et Lagoda, 1996; Goldstein et Pollock, 1997).

Cette profusion d'études originales a permis de mettre en évidence l'existence de

contraintes inhérentes aux microsatellites qui peuvent se manifester à plusieurs niveaux

et conduire à des interprétations erronées en termes de flux de gènes et de structure des

populations. Parmi ces contraintes, on peut retenir notamment:

- des contraintes agissant sur la taille des allèles

Al'évidence, le nombre de répétitions que comprend un allèle microsatellite ne

peut pas s'étendre indéfiniment: la taille des fragments est donc obligatoirement limitée

et le nombre d'allèles différents à un locus n'est pas infini. Cette observation a été

confirmée aussi bien par des données expérimentales (Bowcock et al., 1994; Deka et al.,

1994; Garza et al., 1995) que par des simulations sur ordinateur (Nauta et Weissing,

1996; Lehmann et al., 1996). Combinées à de forts taux de mutation tels que ceux

observés au niveau des loci microsatellites, ces contraintes pourraient introduire un biais

dans l'estimation des flux de gènes en surestimant l'identité des allèles entre différentes

populations. Dans ces conditions, les marqueurs microsatellites pourraient s'avérer
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relativement peu résolutifs en ce qui concerne l'étude de la structure des populations de

grande taille ou la reconstruction de phylogénies d'espèces ayant divergé depuis

longtemps.

-le phénomène d'homoplasie (voir Encadré 3)

Le même raisonnement a été à l'origine de la mise en évidence du phénomène

d'homoplasie: deux allèles identiques par état (dans le cas des micro satellites, deux

allèles de même taille) peuvent résulter de processus évolutifs différents (et donc ne pas

être identiques par ascendance). Ces excès de similarité entre allèles peuvent se

manifester par des différences (substitutions, insertions ou délétions) dans les séquences

flanquantes ou dans la place des interruptions dans le cas des micro satellites

"interrompus" qui ne seront révélées que par séquençage des différents allèles.

Néanmoins, ce phénomène semble plus commun entre espèces éloignées qu'entre sous

espèces phylogénétiquement proches (Estoup et al., 1995b). Les microsatellites peuvent

donc s'avérer peu recommandables pour l'étude de phylogénies interspécifiques (Garza

et al., 1995; Doyle et al., 1998).

- un taux de mutation hétérogène

Bien que le taux de mutation des microsatellites soit généralement très élevé

comme nous l'avons vu précédemment, certaines observations suggèrent qu'il ne soit

pas uniforme pour tous les loci. Ainsi, on a pu constater des différences de taux de

mutation entre espèces pour le même locus (Rubinsztein et al., 1995); en fonction de la

nature du locus (pur, interrompu ou composé) et du motif répété (di-, tri- ou

tetranucléotide) au sein de la même espèce (Chung et al., 1993; Pépin et al., 1995;

Brinkmann et al., 1998) ou en fonction de la taille des allèles, les allèles les plus longs

étant généralement plus exposés à la mutation (Wierdl et al., 1997; Schlôtterer et al.,

1998; Brinkmann et al., 1998). D'autres indications plaident en faveur d'un taux de
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Encadré 3

Exemples de mise en évidence de phénomènes d'homoplasie

Variations dans la nature et la place des interruptions (Estoup et al., 1995b)

Allèles observés au locus Al13 chez différentes sous-espèces d'Apis mellifera (A. m.).

Espèce

A. m. mellifera
A. m. ligustica
A. m. scutellata
A. m. capensis

Séquence de l'allèle (5'~ 3')

(TC)2C(TC)2TT(TC)4TT(TC)2TT(TC)9GTTTCG(TC)2
(TC)2C(TC)2TT(TC)4TT(TC)2TT(TC)9GTTTCG(TC)2
(TC)2C(TC)2TT(TC)sTT(TC) IlGTTTCG(TC)2
(TC)2C(TC)2TT(TC)sTTTCTT(TC)3TT(TC)!oGTTTCG(TC)2

Taille

214 pb
214 pb
214 pb
214 pb

Ces allèles sont tous identiques par état (même taille du fragment amplifié) mais l'analyse de
leur composition montre des différences substantielles révélant qu'ils ne sont pas identiques
par ascendance. La position et la nature des interruptions peuvent être très informatives dans
ce cas.

Nombre variable de répétitions au niveau d'un locus composé (Garza et Freimer, 1996)

Allèles observés au locus Mfd79 chez le chimpanzé Pan troglodytes:

Séquence de l'allèle (5'~ 3') Taille

Allèle 1
Allèle 2

(CA) 1(TA)20(CA)12
(CA) !(TA)21(CA)11

172 pb
172 pb

Le nombre de répétitions des différents motifs constituant ce locus sont variables et leur
différences peuvent s'annuler, induisant de l' homoplasie.

Variations dans les séquences flanquantes (Grimaldi et Crouau-Roy, 1997)

Allèles observés au locus MIB chez l'homme:

Allèle 1
Allèle 2

Séquence de l'allèle (5'~ 3')

... GTTATCC(CA)23TAAA - - - - - - CATAAG .

...GTTATCC(CAhoTAAACATAAACATAAG .

Taille

350 pb
350 pb

Des délétions ou insertions dans les séquences flanquantes peuvent également permettre la
mise en évidence de phénomènes d'homoplasie, y compris dans le cas de loci purs.
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mutation biaisé vers l'augmentation de taille des allèles pour un locus donné (Garza et

al, 1995; Rubinsztein et al., 1995; Primmer et al, 1996b; Amos et al, 1996). Toutes

ces données soulignent que le mécanisme moléculaire d'évolution des loci

microsatellites est encore mal compris et ceci doit être pris en compte lors des études

entreprises avec ces marqueurs (Kruglyak et al., 1998; Colson et Goldstein, 1999).

- l'existence d'allèles nuls (ou non détectables sur gel)

L'une des contraintes les plus importantes et certainement la plus répandue

concernant les microsatellites est l'existence d'allèles nuls. Leur présence se manifeste

généralement par un excès d'homozygotes observé au locus affecté, associé à

l'impossibilité d'amplifier l'ADN de certains individus (Callen et al., 1993). Ils sont dus

à des mutations ponctuelles qui rendent impossible l'appariement des amorces utilisées

pour la PCR (Callen et al., 1993; Lehmann et al, 1996). Dès lors, les individus

hétérozygotes pour cet allèle apparaissent comme homozygotes pour l'allèle amplifié, et

les individus homozygotes pour l'allèle nul ne donnent aucun amplifiat. Leur mise en

évidence indubitable se fait par séquençage des zones d'appariement des amorces

(Callen et al., 1993; Koorey et al., 1993), par des confrontations de génotypes parents

descendance (Paetkau et Strobeck, 1995; Pemberton et al., 1995; Van Treuren, 1998) ou

par la désignation de nouvelles amorces ("alternative primers") qui évitent la mutation

(Paetkau et Strobeck, 1995; Lehmann et al, 1996). Lorsque la séquence des zones

flanquantes n'est pas connue, différentes méthodes existent pour évaluer la fréquence de

tels allèles en fonction du déficit en hétérozygotes qu'ils génèrent (Chakraborty et al.,

1992; Brookfield, 1996). Selon Jarne et Lagoda (1996), la fréquence de ces allèles peut

atteindre 15% et ils pourraient toucher jusqu'à 25% des loci microsatellites. Ce sont

donc des particularités très importantes qu'il convient d'avoir en mémoire. L'existence
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de tels allèles a également été rapportée chez les isoenzymes (Foltz, 1986). Dans ce cas,

l'allèle nul ne possède pas l'activité enzymatique qui permet sa révélation.

Toutes les contraintes agissant sur les loci microsatellites décrites dans ce

paragraphe doivent être sérieusement prises en compte lors des investigations visant à

déterminer le degré de flux géniques entre sous-populations afin de minimiser les biais

qu'elles introduisent. Néanmoins, ces contraintes s'exercent toutes spécifiquement sur

un locus (voire sur un allèle) particulier et ne sauraient toucher tous les loci avec la

même influence. Par contre, les forces régissant la structure des populations (dérive

génétique et flux de gènes en particulier) s'exercent de façon identique sur tout le

génome. Par conséquent, lors de l'analyse des données, il apparaît judicieux de prêter

une attention particulière aux informations fournies par chacun des loci utilisés,

indépendamment des autres loci, et de vérifier l 'homogénéité des tendances révélées par

l'ensemble des loci.

De telles analyses détaillées fournissent un moyen pertinent d'estimer l'influence

relative des deux catégories de forces évolutives s'exerçant sur les loci microsatellites.

Dans la mesure du possible, l'utilisation de différents marqueurs, soumis à des

mécanismes moléculaires d'évolution différents, permettra de valider les interprétations.

Au cours de ce travail, nous aurons l'occasion de revenir sur certains de ces points.
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1. 4. 4. - Applications

En résumé, grâce à leur ubiquité, leur abondance sur le génome et le fort taux de

mutation qui leur confère un important polymorphisme, les microsatellites apparaissent

aujourd'hui comme des marqueurs de choix dans de nombreux domaines:

- la biologie et la génétique des populations (Bossart et Pashley-Prowell,

1998),

- la cartographie du génome (Bell et Ecker, 1994; Dib et al., 1996; Zheng

et al., 1996) et son application dans l'analyse de traits quantitatifs (QTL, voir Gorman et

al., 1997),

- la génétique humaine, en particulier comme marqueurs des maladies

génétiques (Sutherlands et Richards, 1995), et de plus en plus pour l'étude des

phylogénies et de l'histoire de l'Humanité (Bowcock et al., 1994; Goldstein et al.,

1995b; Reich et Goldstein, 1998).

- la médecine légale: autopsie, recherche de paternité, police scientifique

(Holland, 1993; Jin et Chakraborty, 1995).

Nous avons utilisé ce type de marqueurs afin d'étudier la génétique des

populations de moustiques appartenant au complexe An. gambiae, un système vectoriel

d'une importance primordiale en entomologie médicale, dont nous allons maintenant

décrire les caractéristiques biologiques, écologiques et génétiques.
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2. Le complexe Anopheles gambiae

L'intérêt que portent les scientifiques à l'étude des anophèles et plus

particulièrement aux membres du complexe An. gambiae (Illustration 1) est très

étroitement lié à l'importance de la menace qu'ils représentent pour la santé publique.

Ce sont incontestablement les vecteurs les plus efficaces du paludisme en Afrique sub

Saharienne mais ils sont également impliqués dans la transmission de Wuchereria

bancrofti, agent de la filariose lymphatique. Ils ont en outre joué un rôle prépondérant

lors des flambées épidémiques des fièvres dues au virus O'Nyong-Nyong en Afrique de

l'Est et ont été trouvés porteurs de plusieurs autres souches d'arbovirus (Gillies et

Coetzee, 1987; Digoutte, 1993). A ce titre, ce sont certainement les plus importants

vecteurs d'agents pathogènes humains au monde (Gwadz et Collins, 1996). L'impact de

leur macabre contribution à la transmission de pathologies humaines est énorme en

termes de santé publique et d'économie (Nàjera et Hempel, 1996).

Les anophèles sont des Diptères nématocères appartenant la famille des

Culicidae qui regroupe l'ensemble des insectes connus sous le nom de moustiques.

Parmi plus de 500 espèces d'anophèles recensées dans le monde, seule une vingtaine

sont considérées comme vecteurs majeurs du paludisme, d'autres espèces pouvant

localement jouer un rôle secondaire (Rhodain et Perez, 1985). Cette aptitude à

transmettre le parasite découle de particularités biologiques, écologiques et génétiques

très spécifiques qui déterminent la capacité vectorielle d'une espèce. Elle sera

notamment fonction:

- de la préférence trophique de l'espèce c'est à dire de la propension à piquer

l'homme (anthropophilie) plutôt que d'autres vertébrés (zoophilie). C'est en effet lors
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Source : OMS.

Illustration 1: Femelle Anopheles gambiae s.l. prenant un repas de sang.
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du prélèvement d'un repas de sang sur un individu porteur du parasite que l'anophèle va

s'infecter.

- de la longévité du moustique car le parasite doit effectuer un cycle de

multiplication et de différenciation avant que l'anophèle ne puisse le transmettre lors

du prélèvement d'un nouveau repas de sang.

- de facteurs génétiques, pour le moment en grande partie mconnus, qm

autorisent le développement spécifique des parasites chez certaines espèces d'anophèles

seulement, déterminant ainsi la compétence vectorielle de l'espèce.

Bien que semblables morphologiquement, tous les membres du complexe An.

gambiae ne possèdent pas la même aptitude à transmettre le paludisme ce qui rend

particulièrement nécessaire l'identification et l'individualisation des différentes espèces

qui le constituent.

2. 1. - Identification des membres du complexe An. gambiae

La notion d'espèces et de complexe d'espèces est définie dans l'Encadré 4.

La spéciation au sein des membres d'un complexe d'espèces

morphologiquement identiques se traduit généralement par des différences au niveau

comportemental et génomique. La capacité à démembrer un complexe d'espèces est

donc fonction des outils disponibles pour mettre en évidence ces différences et identifier

les espèces jumelles.

Les premières indications d'une hétérogénéité au sem des populations d'An.

gambiae furent en effet basées sur des considérations purement écologiques avec la
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Encadré 4

Notion d'espèce et de complexe d'espèces

La notion d'espèce a varié avec les progrès de la biologie.

La définition originale, donnée par Cuvier était «une collection de tous les corps
organiques nés les uns des autres ou de parents communs et de ceux qui leur
ressemblent ». La base de l'espèce était donc essentiellement morphologique bien que
l'idée d'interfécondité soit déjà présente.

En 1963, Mayr définit une espèce comme « un groupe de populations naturelles
capables d'intercroisement et reproductivement isolées d'autres groupes semblables ».
La discrimination entre espèces se fait donc dès lors sur la base d'une capacité à donner
des descendants viables.

Cette notion fait encore référence aujourd'hui mais certains cas particuliers sont
ambigus. En effet, des spécimens morphologiquement indifférenciables peuvent être
reproductivement isolés et appartenir à des espèces distinctes que l'on a appelées
« espèces jumelles» (ou «sibling species »). Chez les moustiques par exemple, des
degrés différents d'isolement sont observés lors des croisements: pas d'œufs viables,
adultes FI non viables ou stériles (généralement les mâles). Ces différentes barrières de
reproduction peuvent être dues à des incompatibilités d'ordre génétique, écologique ou
comportemental. Cette incompatibilité peut se manifester avant ou après
l'accouplement. Il est fréquemment advenu qu'après avoir séparé les espèces jumelles
selon ces critères, on observe des différences morphologiques qui jusque là étaient
passées inaperçues.

L'ensemble des espèces jumelles résultant du démembrement d'une espèce
morphologique est appelé complexe d'espèces.
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description de «variants» capables de coloniser des gîtes larvaires saumâtres (Muirhead

Thomson, 1951). Sur la base de croisements effectués en laboratoire, ces variants se

sont avérés partiellement isolés des souches inféodées aux gîtes d'eau douce, elles

mêmes formant trois groupes de croisement distincts (Davidson 1962, 1964 a et b;

Davidson et Jackson, 1962; Paterson, 1964). Les mâles issus de ces croisements

interspécifiques sont stériles mais les femelles sont fertiles. Les travaux de Coluzzi en

cytogénétique (Coluzzi et Sabatini, 1967, 1968 a et b, 1969) ont permis une avancée

considérable des moyens d'identification des différentes espèces constitutives du

complexe An. gambiae, basée sur l'existence d'inversions chromosomiques

polymorphes mises en évidence par coloration des chromosomes géants isolés des

glandes salivaires des larves au stade IV (voir ci-dessous) ou des ovaires des femelles

semi-gravides (Green, 1972). D'autres techniques, basées sur des différences de profil

électrophorétique des hydrocarbones cuticulaires ou sur les variations de fréquences de

certains isoenzymes ont également été développées mais ne sont pas aussi

discriminantes (Miles, 1978, 1979; Carlson et Service, 1980; Hamilton et Service, 1983;

Bullini, 1984; Marchand et Mnzava, 1985). L'identification par cytogénétique, malgré

sa mise en œuvre difficile et le niveau d'expertise qu'elle requiert, est longtemps restée

la technique de choix dans ce domaine. Les progrès de la biologie moléculaire ont alors

permis le développement de sondes ADN spécifiques (Collins et al., 1987; Crampton et

Hill, 1993) qui ont débouché sur la mise au point d'un test diagnostic basé sur

l'amplification par PCR des gènes codant pour les ARN ribosomaux (Scott et al., 1993).

Ce test permet l'identification rapide des spécimens collectés sur le terrain, quels que

soient le sexe et le stade de leur développement. Il nécessite très peu de matériel de

départ. Son efficacité a été grandement démontrée (Fontenille et al., 1993) et il est

maintenant pratiqué en routine dans de nombreux laboratoires.
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Le complexe An. gambiae comprend aujourd'hui sept espèces bien différenciées:

- An. gambiae s.s. (sens strict) Giles, 1902.

- An. arabiensis Patton, 1904.

- An. bwambae White, 1985.

- An. melas Theobald, 1903.

- An. merus Doenitz, 1902.

- An. quadriannulatus Theobald, 1911.

- An. quadriannulatus B, dénomination provisoire de la septième espèce

du complexe identifiée très récemment en Ethiopie (Hunt et al., 1998).

2. 2. - Biologie et répartition géographique

Tous les membres du complexe ont un cycle biologique typique de la plupart des

anophèles (voir Encadré 5). Néanmoins, certaines particularités comportementales et

écologiques distinguent les différentes espèces qui n'ont pas toutes la même importance

en entomologie médicale.

An. gambiae s.s. et An. arabiensis sont les plus importants vecteurs du

paludisme et les plus répandus sur le continent Africain ainsi qu'à Madagascar. Le

premier occupe les régions de forêt mais remonte loin en savane; le second, plus adapté

aux climats secs, est présent au Sahel et sur les plateaux d'Afrique méridionale et de

Madagascar, mais s'enfonce assez profondément dans les savanes humides

concentriquement au premier. Leur zone de recouvrement est très large (Figure 1). Les

larves se développent dans les collections d'eau claire peu profondes, ensoleillées et

dépourvues de végétation (empreintes de pas, de roues, fossés, flaques....). En saison

des pluies, de nombreux gîtes de ce type sont disponibles et les densités de
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Encadré 5

Cycle Biologique des anophèles

Comme tous les Diptères, les anophèles sont holométaboles, c'est-à-dire qu'ils
présentent des métamorphoses complètes. Ils passent successivement par quatre stades
de développement: œuf, larve, nymphe et adulte ou imago. Les trois premiers stades
sont aquatiques alors que les adultes mènent une vie aérienne. Les mâles ne piquent pas
et seules les femelles sont hématophages. Elles trouvent dans le sang des vertébrés les
protéines nécessaires à la maturation des œufs. Par conséquent, seules les femelles
anophèles sont susceptibles de transmettre le paludisme.

- Biologie des stades larvaires

Une seule femelle peut pondre de 200 à 300 œufs de 0,6 à 0,8 mm de long à chaque
ponte. Les œufs, entourés de flotteurs, sont déposés isolément à la surface de l'eau et
éclosent généralement au bout de deux à trois jours. Ils sont très sensibles à la
dessiccation (Beier et al., 1990).
On distingue ensuite quatre stades larvaires successifs, séparés par des mues. Les larves
sont détritiphages et se nourrissent près de la surface de l'eau où elles doivent remonter
pour respirer. La durée du développement larvaire varie de 8 à 30 jours selon l'espèce et
les conditions éco-climatiques.
Après la dernière mue, la larve au quatrième stade se transforme en nymphe très mobile
qui ne se nourrit plus. Au cours de ce stade qui dure généralement moins de 48 heures,
l'insecte subit de profondes transformations morphologiques qui lui permettent de
passer du stade aquatique au stade aérien lors de l'émergence.

- Biologie des adultes

Après émergence, les moustiques doivent se reposer 2 ou 3 jours pour que leur
exosquelette durcisse et pour atteindre leur maturité sexuelle. Il leur faut également
prendre un repas sucré pour satisfaire leurs besoins énergétiques. La fécondation a alors
lieu au crépuscule lors d'essaimages (« swarming »), La femelle n'est probablement
fécondée qu'une seule fois et les spermatozoïdes, stockés dans une spermathèque, seront
relargués au cours de chaque ponte. Les ovocytes sont fécondés lors de leur passage
dans l'oviducte. La prise d'un repas de sang sur un hôte vertébré est primordiale pour la
maturation des ovocytes et conditionne la ponte.
L'ensemble des processus qui débute par la recherche de l'hôte, se poursuit par la prise
d'un repas de sang puis sa digestion concomitante au développement des ovocytes et se
termine par la ponte est connu sous le nom de cycle gonotrophique. Après la ponte, la
femelle se met en quête d'un nouvel hôte et un autre cycle commence.
Pour la plupart des espèces tropicales, la durée d'un cycle gonotrophique est de 2 à 3
jours. L'accomplissement du premier cycle après l'émergence nécessite souvent la prise
de deux repas de sang.
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populations sont maximales à cette période de l'année. Les adultes sont très

anthropophiles et très étroitement associés à l'homme à tel point qu'An. gambiae est

souvent qualifié d'espèce domestique. Cette association se manifeste également par un

comportement endophage (les femelles entrent à l'intérieur des maisons pour y piquer

l'homme) et endophile (elles restent à l'intérieur des maisons pour digérer le repas de

sang). A la différence d'An. gambiae, An. arabiensis est capable de se développer dans

des zones totalement sauvages, adoptant alors un comportement exclusivement

zoophile. C'est le seul vecteur potentiel toujours présent à Maurice et sur l'île de La

Réunion, dans l'Océan Indien.

An. melas et An. merus sont deux espèces inféodées aux gîtes d'eau saumâtre.

Leur répartition géographique est de ce fait limitée aux zones côtières bien qu'ils

puissent pénétrer loin à l'intérieur des terres au niveau des estuaires. Ils occupent

respectivement les mangroves des côtes occidentales et orientales d'Afrique (Figure l)

où ils peuvent jouer un rôle local dans la transmission du paludisme. Ils sont toutefois

préférentiellement zoophiles. An. merus a été identifié sur la côte Ouest de Madagascar,

il est également présent sur l'île Maurice mais semble absent de La Réunion.

Les larves d'An. bwambae n'ont été trouvées que dans les sources géothermales

de la vallée du Rift et sont très dépendantes de la composition minérale de leur milieu

(Davidson et White, 1972). En conséquence, cette espèce est circonscrite à cette région

géographique très limitée.

An. quadriannulatus est zoophile et n'est donc pas vecteur de pathologies

affectant l'homme. Ses larves se développent en eau douce et sa présence n'a été

signalée que dans quelques pays d'Afrique orientale méridionale (Mozambique,

Zimbabwe, Afrique du Sud). Il est probable que son aire de répartition reste à complèter
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Figure 1: Répartition des espèces du complexe Anopheles gambiae en Afrique,
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Zone de sympatrie de ces quatre espèces

D 'après Danis et Mouchet (1991), actualisé.
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mais cette espèce n'a que peu d'intérêt en entomologie médicale. An. quadriannulatus B

a été récemment isolée en Ethiopie et sa caractérisation est en cours. Son élévation au

rang d'espèce est consécutive à l'obtention d'individus mâles stériles dans la

descendance issue de croisements avec une souche de référence d'An. quadriannulatus

d'Afrique du Sud, bien que les chromosomes polytènes soient en tous points semblables

entre ces deux taxa (Hunt et al., 1998).

Les travaux de cytogénétique en particulier ont permis de mettre en évidence une

très forte hétérogénéité génétique à l'intérieur même de l'espèce An. gambiae suggérant

des phénomènes de spéciation très récents ou en cours. De très fortes structures

génétiques corrélées aux conditions environnementales ont été mises en évidence par ce

biais, comme nous le verrons dans le chapitre 3. Le complexe An. gambiae dans son

ensemble apparaît ainsi constitué de nombreuses sous-unités plus ou moins isolées

génétiquement et géographiquement qui reflètent la diversité des profils

épidémiologiques de la transmission du paludisme en Afrique.

2. 3. - Stratégies de lutte

Compte tenu de l'apparition de résistances aux antimalariques chez Plasmodium

falciparum, agent infectieux responsable des accès pernicieux de la maladie, la

chimioprophylaxie antipaludique n'est envisageable que dans des cas bien particuliers

(voyageurs, femmes enceintes). Les médicaments étant réservés aux traitements curatifs,

la lutte antivectorielle est donc actuellement la seule méthode de prévention de masse

applicable en zone d'endémie palustre. Le but est d'empêcher la prolifération des

vecteurs et de réduire le contact homme-vecteur afin de limiter la transmission.
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2. 3. 1. - La lutte antivectorielle aujourd'hui

Les moyens sont multiples et regroupent:

- les actions mécaniques: l'assainissement de l'environnement et le

drainage des marais comme moyens de protection collectifs par limitation des gîtes

larvaires disponibles. Les anophèles ayant une agressivité surtout nocturne, l'utilisation

de moustiquaires est une bonne protection individuelle.

- les insecticides chimiques: les composés organochlorés, le DDT, la

dieldrine et le lindane, premiers insecticides synthétiques, ont provoqué une véritable

révolution dans la lutte antivectorielle mais les espoirs furent rapidement déçus suite à

l'apparition de résistances chez les anophèles. La recherche de nouveaux composés a

abouti à la mise sur le marché d'insecticides organophosphorés (malathion et

fénitrothion contre les imagos, téméphos contre les larves), de carbamates (propoxur et

bendiocarb utilisés en aérosol comme imagocides) et surtout des pyréthrinoïdes

synthétiques tels que la perméthrine, la deltaméthrine et la lambdacyhalothrine. Ces

derniers sont très utilisés actuellement pour les traitements intra-domiciliaires mais le

problème des résistances et de leur rémanence dans l'environnement devient très

préoccupant.

- les agents de lutte biologique: ils concernent exclusivement la lutte anti

larvaire et regroupent des parasites (champignons, nématodes ou microsporidies), des

prédateurs (poissons larvivores) et des pathogènes (Baculovirus ou bactéries

entomopathogènes). Ces méthodes sont peu probantes concernant la lutte contre les

anophèles, à cause de la nature même des gîtes larvaires qu'ils colonisent (voir Danis et

Mouchet, 1991).
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La stratégie actuelle de lutte contre le paludisme vise essentiellement au contrôle

de la maladie (OMS, 1996). Plusieurs études ont montré que l'utilisation de

moustiquaires et de rideaux imprégnés d'insecticide réduisait le taux de morbidité et de

mortalité palustre (voir Lengeler, 1998, pour une analyse combinée des résultats de plus

de 60 études réparties dans 38 pays). Cependant, dans les zones de paludisme stable où

les taux d'infection sont élevés, ces méthodes n'ont pas permis de faire chuter le taux de

transmission au-dessous d'un seuil permettant une diminution réelle de la morbidité

palustre et leur efficacité sur du long terme reste sujet à controverse (Trape et Rogier,

1996; Snow et al., 1997; D'Allessandro et Coosemans, 1997; Lengeler et al., 1997;

Robert et Trape, 1997).

2. 3.2. - Axes de recherche et perspectives

Le premier objectif en matière de lutte contre le paludisme reste, en dépit des

réticences qui s'expriment parfois et des déceptions entraînées par certains essais

cliniques qui s'avéraient prometteurs (Patarroyo et al., 1988; Herrington et al., 1987;

Ballou et al., 1987; Valero et al., 1993; Alonso et al., 1994; D'Allessandro et al., 1995;

Ferreira, 1996; Valero et al., 1996; Nosten et al., 1996), le développement d'un vaccin

qui doit prendre en compte les différents stades du parasite (Mons, 1997; Miller et al.,

1997; Engers et Godal, 1998). Des vaccins altruistes dirigés contre les antigènes des

stades sexués du parasite qui ne sont pas pathogènes pour l'homme sont également à

l'étude. Ils pourraient permettre de bloquer la transmission chez le moustique

(Shahabuddin et al., 1996, 1999; Kaslow, 1997). Parallèlement, la recherche de

nouveaux anti-parasitaires continue par l'investigation de pharmacopées traditionnelles.

D'autre part, les recherches sur le génome des moustiques et le génie génétique

(centomologie moléculaire» selon Mulla, 1994) sont en plein essor et la manipulation

47



génétique des vecteurs pour en altérer la capacité vectorielle ouvre des perspectives

énormes (Crampton et al., 1990; Kidwell et Ribeiro, 1992; Aldous, 1993; Crampton,

1994; Mulla, 1994; Collins, 1994; Curtis, 1994; Collins et al., 1994; Collins et James,

1996). L'intérêt de cette nouvelle orientation en termes de lutte antivectorielle réside

dans l'auto-propagation du principe actif (diffusion d'un ou plusieurs gènes au sein de

populations naturelles) et le faible coût de l'application sur le terrain (lâcher d'individus

génétiquement transformés).

La lutte antivectorielle par moustiques transgéniques nécessite en premier lieu

l'identification des gènes cibles sur lesquels agir afin de rendre les populations

vectorielles réfractaires aux Plasmodium. Les recherches dans ce domaine sont

nombreuses et progressent rapidement. Des souches d'An. gambiae, d'An. stephensi et

d'Aedes aegypti réfractaires à différentes espèces de Plasmodium humains et animaux

ont été sélectionnées en laboratoire (Collins et al., 1986; Feldmann et Ponnudurai, 1989;

Thathy et al., 1994). L'étude des croisements entre souches réfractaires et susceptibles a

permis de préciser les mécanismes responsables de ces phénotypes et d'en étudier le

déterminisme génétique (Vernick et al., 1989; Vernick et Collins, 1989; Crews-Oyen et

al., 1993; Gorman et al., 1996, 1997; Gorman et Paskewitz, 1997; Yan et al., 1997;

Zheng et al., 1997; Collins et al., 1997). Parallèlement, une carte génomique d'An.

gambiae a également été dressée (Zheng et al., 1996).

En second lieu, la mise au point d'une technique de transgénèse et la recherche

de véhicules permettant d'introduire les gènes d'intérêt chez l'anophèle est primordiale.

Dans ce domaine également, les recherches sont très actives (Collins et James, 1996;

Curtis et Townson, 1998; Ashburner et al., 1998).

Enfin, une condition sine qua non à la mise en pratique de cette nouvelle

stratégie de lutte est une connaissance approfondie de la structure génétique des
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populations naturelles de vecteurs et des flux de gènes qui la gouvernent. Ces recherches

sont également primordiales pour aider à la gestion des moyens de lutte existant,

apportant des informations particulièrement pertinentes sur la capacité de diffusion des

gènes de résistance. C'est à ce niveau que se situe l'étude présentée dans ce mémoire.

Nous allons maintenant approfondir ce sujet et faire le point sur l'état actuel des

connaissances accumulées dans ce domaine chez An. gambiae s.l..

3. Structure génétique et spéciation au sein du complexe An. gambiae

Les études indirectes de génétique des populations sur les moustiques du

complexe An. gambiae ont commencé par le démembrement du complexe et

l'identification des différentes espèces qui le composent (voir chapitre 2). La plupart des

études ont ensuite concerné le taxon An. gambiae s.s., le plus efficace vecteur du

paludisme; An. arabiensis restant peu étudié en dépit de sa contribution non négligeable

à la transmission de la maladie. Les autres espèces du complexe, beaucoup plus

localisées géographiquement et dont l'importance vis-à-vis de l'épidémiologie du

paludisme est nettement moindre sont peu ou pas étudiées en génétique des populations.

3. 1. - Les inversions chromosomiques comme marqueurs de populations

Les connaissances accumulées sur An. gambiae reposent en grande partie sur la

cytogénétique, l'étude des inversions chromosomiques paracentriques polymorphes

(Frizzi et Holstein, 1956; Coluzzi et al., 1979). Certaines de ces inversions sont fixées et

servent de marqueurs pour l'identification spécifique des membres du complexe (Green,

1972; Coluzzi et Kitzmiller, 1975), d'autres sont très polymorphes et révèlent une
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organisation particulière des populations au sein de l'espèce An. gambiae (Coluzzi et

al., 1979; Coluzzi, 1984). En effet, l'étude de la structure des populations d'An.

gambiae dans différentes conditions environnementales (climatiques et écologiques) a

révélé l'existence de plusieurs "formes" chromosomiques caractérisées par la présence

de certaines inversions. Ces différentes formes sont également désignées sous le terme

cytotypes. Cinq cytotypes ont été identifiés en Afrique de l'Ouest: les cytotypes Forêt,

Savane, Bissau, Mopti et Bamako (voir Touré et al., 1983 et Coluzzi et al., 1985 pour

une définition complète des caractéristiques de ces cytotypes). Seul le cytotype Savane

est représenté en Afrique de l'Est. Nous reviendrons de manière plus précise sur les

particularités de ces cytotypes au cours de la Troisième Partie de ce mémoire.

Brièvement, chaque cytotype est associé à des conditions environnementales

particulières (notamment climatiques, selon un gradient hygrométrique) et, en zone de

sympatrie, des variations saisonnières dans la composition de la population ont été

mises en évidence, les formes adaptées à un climat plus sec étant majoritaires en saison

sèche et les formes rencontrées en zone de forêt étant majoritaires en saison des pluies

(Bryan et al., 1982; Coluzzi et al., 1985; Petrarca et al., 1983, 1986, 1987; Touré et al.,

1983, 1987, 1994; Coosemans et al., 1989). Ces formes apparaissent partiellement ou

totalement reproductivement isolées dans la nature mais leur descendance est

parfaitement viable en laboratoire ce qui laisse supposer un mécanisme de barrière pré

copulatoire à la reproduction (voir références citées précédemment) et une spéciation

récente, voire en cours, au sein du taxon An. gambiae.

Chez An. arabiensis, ces inversions sont également très polymorphes mais les

différents arrangements sont généralement en équilibre d'Hardy-Weinberg suggérant la

panmixie à l'intérieur de cette espèce (Mekuria et al., 1982; Coluzzi et al., 1985).

Toutefois, une corrélation entre la fréquence de certaines inversions et le comportement
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trophique de ce vecteur (zoo ou anthropophilie, endo ou exophilie) ou l'environnement

dans lequel il évolue (ville ou village, climat plus ou moins sec, saison des pluies ou

saison sèche) a parfois été rapportée (Petrarca et Beier, 1992; Petrarca et al., 1986,

1987; Mnzava et al., 1995) mais ces associations sont beaucoup moins fortes que chez

An. gambiae.

Les inversions chromosomiques apparaîtraient alors comme de larges unités de

recombinaison impliquant un ensemble de gènes co-adaptés, conférant aux individus

des capacités différentielles d'adaptation à tel ou tel milieu ou influençant certaines

composantes comportementales, voire la susceptibilité des individus aux Plasmodium

(Petrarca et Beier, 1992), en fonction du caryotype (Carson, 1982; Coluzzi, 1982;

Coluzzi et al., 1985).

3. 2. - Polymorphisme des marqueurs isoenzymes

Les études réalisées sur ces deux espèces avec les isoenzymes sont peu

nombreuses et ont eu essentiellement pour but la recherche d'allèles spécifiques

permettant d'identifier les différents membres du complexe; elles se sont révélées peu

résolutives à ce niveau, seuls quelques loci permettant de différencier les deux espèces

(Miles, 1979; Bullini, 1984; Mahon et al., 1976), mais ont permis de trouver des taux de

différenciation, certes faibles, mais significatifs entre des populations d'An. gambiae

d'Afrique de l'Est et d'Afrique de l'Ouest (Miles, 1978, 1979; voir annexe 1). Par

contre, aucune différentiation n'a été révélée par ces marqueurs entre les différents

cytotypes, qu'ils soient sympatriques ou non (Bullini et Coluzzi, 1978; Cianchi et al.,

1983; Coluzzi et al., 1985). Certains loci particuliers ont pourtant suggéré une possible

structuration géographique et/ou comportementale à l'intérieur des populations d'An.
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gambiae et d'An. arabiensis en Afrique de l'Est mais la panmixie n'a jamais pu être

mise en doute par ce biais (Mukiama, 1987; Smits et a!., 1996; Coosemans et al., 1998).

3.3. - Un schéma contrasté fourni par les marqueurs moléculaires

L'accès aux techniques de biologie moléculaire a permis des investigations plus

poussées de la phylogénie et de la génétique des populations au sein du complexe An.

gambiae, notamment grâce aux travaux de Zheng et al. (1991, 1993, 1996) qui ont

établi une carte génétique d'An. gambiae recensant 131 loci microsatellites dont 47 ont

été localisés précisément sur la carte physique réalisée par coloration des chromosomes

(Coluzzi et al., 1979). Des loci RAPD et RFLP ont rapidement complété cette carte

(Dimopoulos et al., 1996; Della Torre et al., 1996). La correspondance entre ces deux

cartes, génétique et physique, s'est révélée d'une utilité primordiale pour les études qui

ont suivi en fournissant la possibilité d'étudier comparativement le comportement de

marqueurs situés à l'intérieur ou à l'extérieur des inversions chromosomiques.

Les RAPD, dans une certaine mesure, puis les RFLP ont permis récemment de

conforter l'hypothèse de spéciation récente entre les différents cytotypes au sein du

taxon An. gambiae ainsi que le rôle des inversions dans l'évolution des phénomènes

adaptatifs (Favia et al., 1994, 1997; Mathiopoulos et Lanzaro, 1995). L'analyse de la

séquence de certains gènes nucléaires ou localisés sur l'ADN mitochondrial a par contre

révélé des phylogénies conflictuelles au sein du complexe, remettant parfois en cause

l'origine monophylétique des inversions, l'un des principes de base permettant la

reconstruction d'arbres phylogénétiques à partir des observations de cytogénétique, et

suggérant des phénomènes d'introgression entre An. arabiensis et An. gambiae via des

femelles hybrides viables et fertiles en zone de sympatrie (Besansky et al., 1994, 1997;

Garcia et a!., 1996; Della Torre et a!., 1997; Caccone et a!., 1998). De telles femelles
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hybrides sont effectivement observées in natura dans les zones de sympatrie à des

fréquences de 1 à 2 %0 (White, 1970; Coluzzi et al., 1979).

3. 4. - Application des marqueurs microsatellites

La première étude utilisant les loci microsatellites fut publiée par Lanzaro et al.

en 1995 et visait à évaluer le potentiel résolutif des microsatellites par rapport aux

marqueurs isoenzymes chez An. gambiae. Les Il loci microsatellites testés se révélèrent

hautement polymorphes (nombre moyen d'allèles par locus = 7,45; hétérozygotie

moyenne calculée = 0,732) par rapport aux 23 systèmes enzymatiques dont seulement

40% présentèrent plus d'un allèle par locus (nombre moyen d'allèle par locus = 1,55;

hétérozygotie moyenne calculée = 0,097) sur les 24 spécimens utilisés suggérant que ces

loci puissent se révéler particulièrement adaptés pour des études de génétique des

populations chez An. gambiae.

3.4. 1. - Structure géographique des populations d'An. gambiae Savane

La comparaison des populations d'An. gambiae cytotype Savane entre le Sénégal et le Kenya grâce à 5
loci microsatellites et 6 loci isoenzymes est présentée en annexe 1:

LEHMANN T, HAWLEY WA, KAMAu L, FONTENILLE D, SIMARD F et COLLINS FH. 1996. Genetic
differentiation of Anopheles gambiae populations from East and West Africa: a comparison of
microsatellite and allozyme loci. Heredity 77: 192-208.

Les travaux de Lehmann et al. (article présenté en annexe 1) représentent la

première application des marqueurs micro satellites à l'étude la structuration génétique

des populations naturelles d'An. gambiae. Deux populations d'An. gambiae cytotype

Savane séparées par plus de 6000 km sur le continent Africain, entre le Sénégal et le

Kenya (Ouest de la vallée du Rift) ont été comparées. Bien que les 5 loci microsatellites

utilisés lors de cette étude se soient révélés très polymorphes, un très faible degré de
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différenciation génétique a été estimé entre ces populations (Fst = 0,016; Rst = 0,036),

comparable à celui observé par Miles (1978) grâce aux isoenzymes (Fst = 0,036, annexe

1). Ces faibles taux de différenciation génétique, similaires bien qu'estimés à partir de

marqueurs dont le mécanisme d'évolution est très différent, suggèrent des flux de gènes

importants chez An. gambiae cytotype Savane sur tout le continent Africain (Nm>3), les

populations du Sénégal et du Kenya étant reliées par un habitat continu.

Par la suite, d'autres études comparant des populations séparées par 700 km de

part et d'autre de la vallée du Rift au Kenya, un système de dépressions géographiques

arides et très faiblement peuplées ne permettant pas l'établissement de populations

d'An. gambiae, ont révélé des taux de différenciation supérieurs à ceux observés

précédemment (microsatellites: Fst =0,08; Nm=1,54). Ces résultats suggèrent un rôle

important de la vallée du Rift comme barrière à la migration des individus, restreignant

ainsi les flux de gènes entre populations (McLain et al., 1989 utilisant les RFLP

localisés dans les segments intergéniques codant pour les sous-unités ribosomiques;

Kamau et al., 1998a, utilisant les microsatellites). L'homogénéité des populations à

l'échelle microgéographique a été vérifiée dans la région Ouest du Kenya par une étude

hiérarchique de la répartition de la variabilité génétique en fonction de l'unité

d'échantillonnage (maison, village et région); aucune indication de déviation par rapport

à la panmixie n'étant révélée à l'intérieur d'une même maison, ni entre maisons à

l'intérieur d'un village, ni entre villages (Lehmann et al., 1997; Besansky et al., 1997).

Ainsi, la structure génétique des populations d'An. gambiae Savane semble

essentiellement générée par l'existence de zones géographiques particulières ne

permettant pas l'établissement de populations. En l'absence de fortes barrières à la
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migration des individus, les populations restent faiblement différenciées, suggérant des

flux de gènes importants même sur de très grandes distances géographiques.

3.4. 2 - Présentation de l'étude

Sur la base de ces données, nous avons entrepris d'estimer si le même

phénomène était observable au sein de l'espèce An. arabiensis, par la comparaison de 4

populations très isolées géographiquement (Première Partie). Cette étude nous a permis

de vérifier que les marqueurs microsatellites initialement utilisés chez An. gambiae

pouvaient se révéler de très bons outils pour l'étude d'autres membres du complexe. Il

est particulièrement important de s'intéresser à cette espèce dans la mesure où An.

arabiensis est souvent le seul vecteur présent dans les zones de paludisme instable, là où

la lutte antivectorielle est réputée efficace en termes de santé publique, permettant une

réduction sensible de la morbidité et de la mortalité palustre.

Nous avons ensuite testé la stabilité au cours du temps de la variabilité génétique

au sein d'une population d'An. arabiensis endémique d'une région de savane sahélienne

au Sénégal (Deuxième Partie). La méthode d'analyse appliquée à ces données nous a

permis d'estimer la taille effective de cette population soumise à d'importantes

fluctuations saisonnières en densité.

Nous nous sommes finalement intéressés à l'évaluation du degré de divergence

génétique révélé par les marqueurs microsatellites entre les cytotypes Mopti et Savane

chez An. gambiae (Troisième Partie). Ce phénomène de "spéciation en cours" (Coluzzi

et al., 1985) au sein même de l'espèce An. gambiae représente un modèle d'étude

particulièrement intéressant pour tester le potentiel résolutif des loci microsatellites et

comparer les indications qu'ils fournissent à celles obtenues à partir d'autres marqueurs

génétiques.
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METHODOLOGIE GENERALE
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1. Collecte et identification des moustiques sur le terrain

Les moustiques étudiés au cours de ce travail ont été collectés selon trois

méthodologies différentes, classiquement utilisées par les entomologistes.

1. 1. - Capture par pulvérisation intra-domiciliaire d'insecticide

C'est la méthode la plus rentable en termes d'effectif de l'échantillon collecté.

Elle consiste en la pulvérisation intra-domiciliaire d'insecticides dérivés du pyréthre.

Les chambres sont visitées au petit matin pour éviter au maximum la fuite des

moustiques dérangés par les activités journalières des habitants. Après avoir évacué les

vivres et ustensiles de vaisselle qui sont parfois stockés dans la pièce, des draps blancs

sont étendus sur toute la surface du sol et toutes les fenêtres et portes sont fermées

(Illustration 2). De l'insecticide à base de pyréthre en aérosol est alors pulvérisé à

l'intérieur de la chambre. Pendant ce temps, une seconde personne fait le tour de la

chambre par l'extérieur et pulvérise de l'insecticide au niveau des ouvertures

fréquemment observées dans les murs ou à la base du toit pour éviter la fuite des

insectes (Illustration 3). La chambre est maintenue fermée pendant une dizaine de

minutes, temps nécessaire à l'action de l'insecticide. Les insectes, tués par le pyréthre

tombent au sol, sur les draps. Ils sont alors aisément repérables et collectés (Illustration

4). Les anophèles sont facilement identifiables par rapport aux autres culicidés et le tri

peut être réalisé à ce moment. Une fois la collecte effectuée, la chambre est aérée pour

éliminer les dernières effluves de l'aérosol.

Les anophèles collectés par cette méthode représentent la fraction endophile de

la population, au repos dans les habitations. Service (1993) estime que 80 à 95% des

moustiques présents dans la chambre sont effectivement collectés, certains spécimens
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Collecte des moustiques par pulvérisation intra-domiciliaire d'insecticide

Illustration 2: Des draps blancs sont étendus sur toute la surface du sol de la pièce visitée.

. ~ J?" \~':'> ' .

Illustration 3: L'insecticide à base de pyréthre est pulvérisé à l'intérieur et autour de la pièce.

Illustration 4: Les moustiques sont collectés après action de l'insecticide.
Photos: Jean -Jacques Lemasson (RD, Dakar.
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parvenant à s'échapper (en fonction de l'état général de la construction), d'autres

s'enfonçant profondément dans le treillis des pailles du toit ou les lézardes des murs

avant de mourir.

Le taux d'anthropophilie des différentes espèces peut être déterminé par la suite

par analyse du sang contenu dans l'estomac des moustiques collectés (Beier et al.,

1988).

1.2. - Capture sur sujet humain volontaire

Cette méthode consiste en la capture de la faune culicidienne agressive vis-à-vis

de l'homme. Les anophèles ayant une activité nocturne, les séances de capture en zone

tropicale sont organisées à partir de 18 heures (heure solaire) jusqu'au lendemain matin

6 heures. Des collecteurs volontaires munis de tubes à hémolyse et d'une lampe torche

occupent un poste déterminé, à l'intérieur ou à l'extérieur des habitations (Illustration

5). Une jambe de pantalon relevée, ils capturent tous les moustiques qui viennent les

piquer grâce aux tubes à hémolyse qu'ils stockent ensuite dans de petits sacs en tissu

portant mention de la tranche horaire durant laquelle le moustique a été capturé (18-19h,

19-2üh, ...., 5-6h). Ces sacs sont collectés toutes les deux heures et apportés à la station

de recherche où ils sont entreposés au réfrigérateur pour éviter le dessèchement des

spécimens. En général, deux collecteurs se relaient sur le même poste de capture si la

séance de capture dure toute la nuit. Les tenants et les aboutissants de ces séances sont

explicitement présentés aux villageois dont l'accord préalable est requis. Cette méthode

de capture permet de déterminer le taux de piqûre, le taux d'endophagie des espèces

(préférence à piquer à l'intérieur des habitations) ainsi que leur cycle d'agressivité

nocturne. C'est une méthode très pertinente, et pour le moment irremplaçable, pour

quantifier le taux de transmission du paludisme. Le taux de parturité des femelles peut
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Méthodes permettant la capture de spécimens viva nts

Illustration 5: Volontaire capturant les femelles anthropophiles.

Illustration 6: Capture de la faune endophile grâce à un aspirateur.

Photos: Jean-Jacques Lemasson, [RD, Dakar.
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également être déterminé par examen des ovaires selon la technique de Detinova (1962).

1. 3. - Capture à l'aspirateur à bouche

Cette technique a pour cible les moustiques au repos dans les habitations, les

étables ou les gîtes extérieurs. Les moustiques sont repérés à la lampe torche et collectés

grâce à un aspirateur à bouche muni d'un gobelet de collecte (Service, 1993; Illustration

6). L'avantage de cette méthode est que les moustiques sont collectés vivants et peuvent

ensuite être utilisés pour initier un élevage en insectarium, pour des études de

descendance ou comme matériel de départ pour les expériences de marquage-recapture.

Le rendement est nettement plus faible que lors de collectes par pulvérisation intra

domiciliaire d'insecticide car les anophèles sont difficiles à repérer sur les murs ou les

toits en paille.

Il existe de nombreuses autres méthodes de captures mais les techniques citées

dans ce paragraphe sont les plus utilisées pour collecter les anophèles lors des études de

la transmission du paludisme. Ce sont en outre les trois seules méthodes que nous ayons

utilisées.

1. 4. - Identification morphologique

L'identification individuelle des spécimens collectés se fait sous la loupe

binoculaire à l'aide des clés de détermination taxonomique générales basées sur des

critères morphologiques (Gillies et de Meillon, 1968; Gillies et Coetzee, 1987; Hervy et

al., 1998). D'autres clés spécifiques à certaines zones géographiques sont également

disponibles (voir par exemple Diagne et al., 1994 pour les anophèles du Sénégal).
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Les spécimens appartenant au complexe An. gambiae sont ensuite stockés

individuellement dans des tubes de 1,5 ml contenant un dessiccateur (silicagel) et

conservés au laboratoire à -20°e.

2. Détermination de l'espèce et du génotype

2. 1. - Identification spécifique

Comme nous l'avons déjà précisé dans l'introduction, il est impossible de

déterminer l'espèce à laquelle appartient un individu du complexe An. gambiae sur des

critères morphologiques. Le test basé sur la technique PCR décrit par Scott et al. (1993)

est alors appliqué. Un cocktail d'amorces est utilisé pour l'amplification de l'ADN

localisé dans les fragments intergéniques codant pour les sous-unités ribosomiques: une

amorce correspondant à une séquence conservée chez tous les individus du complexe

An. gambiae (amorce s'hybridant du côté 5' du fragment à amplifier) et plusieurs

amorces dérivées de séquences uniques et spécifiques de chaque membre du complexe

(amorces s'hybridant du côté 3' du fragment à amplifier) permettent l'amplification de

fragments de taille différente selon l'espèce. La séquence des amorces utilisées ainsi que

la taille des fragments diagnostics obtenus après amplification sont présentées dans

l'Encadré 6.

La PCR est réalisée dans un volume total de 12,5 ul. L'ADN matrice amplifié

provient d'une patte ou d'une aile du spécimen soit directement plongée dans le milieu

réactionnel, soit après extraction selon le protocole décrit par Collins et al. (1987). Un

exemple du profil de migration obtenu après électrophorèse sur gel d'agarose (1,5%) est

également donné dans l'Encadré 6.
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Encadré 6
Identification spécifique des membres du complexe

An. gambiae par PCR

- Amorces utilisées:

Spécificité

Universelle
An. arabiensis
An. gambiae
An. melas
d'après Scott et al., 1993.

- Conditions de PCR:

séquence

5'GTGTGCCCCTTCCTCGATGT3'
5' AAGTGTCCTTCTCCATCCTA 3'
5' CTGGTTTGGTCGGCACGTTT 3'
5'TGACCAACCCACTCCCTTGA3'

taille

315 pb
390 pb
464 pb

pb=paires de bases

2'

10" 10'

12"

~......................... 30 cycles ~

- Exemple de profil de migration obtenu sur gel d'Agarose à 1,5%:

PM G G A M A A M GAG M G T PM

464 pb

J 390 pb

\ 315pb

PM: Echelle de poids moléculaire (100 pb).
G: An. gambiae; A: An. arabiensis; M: An. melas; T: Témoin négatif.
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2. 2. - Détermination du génotype aux loci microsatellites

Neuf loci microsatellites répartis sur les trois chromosomes ont été sélectionnés

parmi les 131 loci isolés chez An. gambiae par Zheng et al. (1996) sur la base:

d'une amplification effective chez An. arabiensis,

d'un polymorphisme important détecté chez An. gambiae et An.

arabiensis lors d'expériences préliminaires sur 10 individus issus de

notre élevage,

d'une taille des allèles observés comprise entre 100 et 200 paires de

bases (Pb) pour optimiser la précision de la lecture des bandes sur gel

d'acrylamide à 10%.

Les caractéristiques de ces 9 loci sont présentées dans le Tableau 1. La PCR a été

réalisée dans un volume total de 25 Ill, ramené par la suite à 12,5 III sans qu'une baisse

de sensibilité ni de rendement d'amplification ne soit décelée. Dix microlitres de chaque

amplifiat sont ensuite déposés sur gel d'acrylamidelbisacrylamide (19:1) à 10% et

l'électrophorèse est effectuée en conditions non dénaturantes pendant 3 heures, à une

intensité constante de 50 mA/gel. Les bandes correspondant aux allèles sont révélées par

le protocole de coloration rapide au nitrate d'argent décrit par Cairns et Murray (1994).

Cette méthodologie permet de ne pas utiliser de radioactivité, ce qui est un avantage

dans les Pays en Voie de Développement qui ne possèdent pas toujours les structures de

décontamination nécessaires. La taille exacte des allèles est déterminée grâce au dépôt

sur le même gel d'une échelle de poids moléculaire réalisée par pool de plusieurs

amplifiats représentant un large spectre de variation au locus étudié, dont la séquence

d'un des allèles au moins a été déterminée.

Un exemple du profil de migration obtenu et de son interprétation pour 25

spécimens An. arabiensis au locus 803 est donné en Encadré 7.
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Tableau 1: Caractéristiques des loci utilisés pour l'analyse de la variabilité génétique
chez An. arabiensis

Localisation Motif Taille des
Locus cytologique" répété Amorces allèles

(pb) §

7 X: lC GT 5'CACGATGGTTTTCGGTGTGG 3' 90-100
5' ATTTGAGCTCTCCCGGGTG 3'

49 X: ID GT 5'CAGCGCCTCCATATAGAACG 3' 87
5'GATCATTCAGCTGAACCTGC 3'

24D 2 La: 24D CT 5'GGCGAGCAGTTCATTCAAGT 3' 105 - 121
5'CGTCTGGAAGTTTCGTTGAG 3'

147 2R: 19 GT 5'CTGCTGTTGCTGCCAAAATG 3' 171-177
5' AGCTTCACGGAAAGCAAAGG 3'

141 2Rd GT 5'CGGAGCAAATCTGAACCGTG 3' 102-112
5'CCTTGGCCACAACAACATCG 3'

26 2 Rb: 12 GT 5'GGTTCCTGTTACTTCCTGCC3' 86-100
5'CCGGCAACACAAACAATCGG 3'

803 2R:7B TG 5'CTCGATAAATCCCGTCGGTG 3' 120-128
5'GTCGGTTTGAGGTTGTAAAGC 3'

45C 3 L: 45C GA 5' AAAAGTGGTGACCGAGTGAC 3' 146-156
5'ATCTTCAACACTTCAGCACG 3'

29C 3 R: 29C TGA 5' ATGTTCCAGAGACGACCCAT 3' 145-148
5'TGTTGCCGGTTTGTTGCTGA 3'

D'après Zheng et al. (1993, 1996).
* Division et subdivision correspondant aux différents fragments chromosomiques selon
la nomenclature de Zheng et al. (1996).

§ Allèles observés chez An. arabiensis lors d'essais préliminaires réalisés sur 10
moustiques d'élevage.
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Encadré 7

Collecte des données pour l'analyse génétique

- Exemple de profil de migration obtenu après amplification de l'ADN au locus 803 et
migration en conditions non dénaturantes sur gel vertical de polyacrylamide à
10%. Les bandes sont colorées au nitrate d'argent.

1 2 3 4 5 6 7 8 E 9 la Il 12 13 14 15 16 17 E 18 19 20 2122 23 24 25

- Interprétation du gel:

E = Echelle de taille des différents allèles présents au locus 803.
(120-122-124-126-128-130-132 pb)

Spécimen:
N° 1 : Homozygote 124-124 ;
N°2 : Hétérozygote 130-132 ;
N°3 : Hétérozygote 124-132 ;
N°4 : Hétérozygote 124-126 ;
N°5 : Homozygote 126-126 ;
N°6 : Hétérozygote 126-130 ;
N°7 : Homozygote 126-126 ;
N°8 : Homozygote 126-126 ;
N°9 : Homozygote 126-126 ;
N°lO : Négatif;
N°ll : Hétérozygote 126-132 ;
N°12 : Hétérozygote 124-128 ;
N° 13 : Homozygote 126-126 ;

N°14 : Hétérozygote 126-132 ;
N°15 : Négatif;
N° 16 : Hétérozygote 124-126 ;
N° 17 : Négatif;
N°18 : Hétérozygote 126-132 ;
N° 19 : Homozygote 124-124 ;
N°20 : Hétérozygote 126-130 ;
N°21 : Hétérozygote 126-132 ;
N°22 : Hétérozygote 126-132 ;
N°23 : Homozygote 126-126 ;
N°24 : Homozygote 126-126 ;
N°25 : Témoin Négatif.

Les fréquences alléliques et génotypiques sont déterminées par simple
«comptage des gènes».
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3. Analyse des données

Les données ainsi collectées ont été analysées grâce aux logiciels informatiques

Biosysl (Swofford et Selander, 1989); GENEPOP v3.l (Raymond et Rousset, 1995a) et

ARLEQUIN vl.l (Schneider et al., 1997). Dans certains cas, la détermination de

paramètres spécifiques non évalués par ces logiciels a été réalisée grâce à l'adaptation

de programmes écrits en langage SAS (SAS Institute Inc., 1990 ) aimablement fournis

par T. Lehmann.

Les principaux tests auxquels nous ferons référence tout au long de ce travail

sont brièvement présentés ci-dessous.

3.1. - Test de la conformité à l'équilibre d'Hardy-Weinberg

Ce test a été généralement effectué grâce au logiciel GENEPOP v3.1 (Raymond

et Rousset, 1995a). Les fréquences génotypiques observées sont comparées à celles

estimées à partir des fréquences alléliques sous l'hypothèse de l'équilibre d'Hardy

Weinberg par un test exact de Fisher (Haldane, 1954). Si le nombre d'allèles par locus

est supérieur à 4, la méthode des chaînes de Markov (Guo et Thompson, 1992) est

utilisée pour définir la probabilité exacte associée à Ho: «union aléatoire des gamètes».

Ces tests exacts sont plus appropriés que le test classique du X2 pour des loci

hypervariables tels que les microsatellites présentant généralement un grand nombre

d'allèles dont certains représentés en très faibles fréquences (Guo et Thompson, 1992;

Chakraborty et Zhong, 1994; Rousset et Raymond, 1995). Un test global est également

effectué sur l'ensemble des loci selon la méthode de Fisher, assumant l'indépendance

des loci. Une valeur significative signifie que Ho n'est pas respectée au moins une fois

sur l'ensemble des données.
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3. 2. - Test du déséquilibre de liaison entre paires de loci

L'hypothèse nulle testée est «le génotype à un locus est indépendant du génotype

à un autre locus». Pour chaque paires de loci à l'intérieur de chaque population, un test

exact de Fisher est effectué sur des tables de contingences génotypiques selon la

méthode des chaînes de Markov (Guo et Thompson, 1992).

3.3. - Test d'homogénéité des fréquences alléliques ou génotypiques

L'hypothèse nulle testée est ici «la distribution des allèles (ou des génotypes) est

identique entre les populations». Le test utilisé compare des tables de contingence dans

lesquelles les lignes représentent les populations et les colonnes les allèles (ou les

génotypes). L'homogénéité de la distribution des fréquences alléliques est testée par un

test exact de Fisher utilisant les chaînes de Markov (Raymond et Rousset, 1995a et b), et

un test G (Goudet et al., 1996) est utilisé pour tester 1'homogénéité de la distribution des

génotypes entre populations.

3. 4. - Les statistiques F

Les indices de fixation de Wright (Fis, Fst et Fit) sont estimés selon Weir et

Cockerhamm (1984), soit pour chaque paires de populations, soit sur l'ensemble des

populations, pour chaque locus indépendamment ainsi que sur l'ensemble des loci

(Raymond et Rousset, 1995a). Fis est testé par le test exact de conformité à l'équilibre

d'Hardy-Weinberg à l'intérieur de la population considérée et Fst est testé par le test

exact d'homogénéité de la répartition des génotypes entre populations précédemment

décrit (Goudet et al., 1996). Alternativement, Fst a également été déterminé par une

analyse de variance moléculaire (AMOVA, Excoffier et al., 1992) et testé par

permutation des génotypes entre populations (Schneider et al., 1997). Une estimation de
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l'index de migration (Nm) est dérivée de Fst selon la formule de Wright (1951)

présentée en introduction.

3. 5. - Les statistiques R

Les indices de fixation basés sur l'analyse de variance de la taille des allèles

(statistiques R de Slatkin, 1995) ont été estimés selon Kimmel et al. (1996). Rst a été

testé dans ce cas par un test F réalisé sur l'analyse hiérarchique de variance du nombre

de répétitions (nested ANOVA) incluant la population et les individus comme facteurs

(voir annexe 1). Alternativement, Rst a également été estimé en utilisant la même

méthode que pour l'estimation de Fst (AMOVA), l'analyse de variance étant conduite

sur la taille des allèles (en nombre de répétitions du motif de base) au lieu des

fréquences des différents allèles (Schneider et al., 1997). Cette estimation est testée par

permutation des génotypes entre populations et Nm déterminé à partir de Rst selon la

formule de Slatkin (1995), analogue à celle de Wright (1951) concernant Fst.

D'autres tests ont utilisés au cours de ce travail et seront décrits au moment

opportun.
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PREMIERE PARTIE

Polymorphisme des marqueurs microsatellites

chez Anopheles arabiensis:

étude de la répartition spatiale de la variabilité

génétique
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Les modèles mathématiques décrits dans le chapitre introductif permettent

d'étudier les facteurs agissant sur la structure génétique des populations en se basant sur

la distribution géographique des gènes. Les travaux présentés en annexe 1 ont suggéré

un flux de gènes important au sein du taxon An. gambiae cytotype Savane entre des

populations séparées par plus de 6000 km, mais reliées par un habitat continu où le

trafic lié aux activités humaines est intense. L'aire de répartition géographique d'An.

arabiensis est plus vaste que celle d'An. gambiae (voir Figure 1) et les populations

apparaissent beaucoup plus homogènes génétiquement sur tout le continent Africain

(Coluzzi et al., 1979; Besansky et al., 1997). De plus, An. gambiae est généralement

présenté comme une espèce hautement domestique, très anthropophile et très adaptée à

l'environnement humain qui ne peut se développer qu'en très étroite association avec

l'homme ce qui laisse supposer un habitat plus ou moins fragmenté pour cette espèce,

en fonction des densités humaines. De telles contraintes semblent beaucoup moins

affecter An. arabiensis, anthropophile préférentiel mais qui peut se nourrir

alternativement sur d'autres vertébrés suivant leur disponibilité et qui a été trouvé dans

des zones géographiques totalement sauvages telles que le parc national Kruger en

Afrique du Sud (Braack et al., 1994). Ces observations suggèrent une plasticité

comportementale plus importante chez An. arabiensis qui pourrait se traduire par une

plus forte homogénéité des populations sur tout le continent Africain.

Afin de tester le potentiel des marqueurs microsatellites isolés chez An. gambiae

pour l'étude de la structure génétique des populations naturelles d'An. arabiensis, nous

avons comparé quatre populations qui, a priori, représentent le cas le plus extrême

d'isolement que l'on puisse trouver au sein de l'espèce. En effet, comme l'ont encore

récemment souligné Goldstein et al. (1999), il apparaît particulièrement judicieux, pour
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estimer la capacité des marqueurs moléculaires à décrire correctement la structure

génétique de populations naturelles, d'étudier en premier lieu des populations dont les

connaissances écologiques et historiques laissent a priori supposer une différenciation

conséquente.

Dans cet esprit, des échantillons d'An. arabiensis prélevés au Sénégal, sur les

hauts plateaux malgaches et dans deux îles de l'archipel des Mascareignes dans l'Océan

Indien, La Réunion et l'île Maurice, ont été comparées. Ces quatre sites sont

effectivement séparés par une distance géographique considérable qui inclut une barrière

évidente à la migration des individus qu'est l'océan. De plus, ces populations d'An.

arabiensis ont un historique bien connu et très différent d'un site à l'autre (voir ci-

dessous).

Quatre questions seront finalement posées: (i) L'utilisation d'amorces

hétérologues, décrites pour des loci isolés chez An. gambiae est-elle adaptée à l'étude de

la structure génétique des populations d'An. arabiensis? (ii) Quel est le degré de

variabilité génétique chez An. arabiensis? (iii) La répartition de la variabilité génétique

entre populations est-elle homogène ou liée aux caractéristiques spécifiques des

populations étudiées? (iv) Quelles en sont les conséquences en termes de différenciation

génétique entre populations et de flux de gènes et quels facteurs peuvent être impliqués?

Les résultats de cette étude sont présentés en annexe 2:

SIMARD F, FONTENILLE D, LEHMANN T, GIROD R, BRUTUS L, GoPAUL R, DOURNON C et COLLINS FH.

1999. High amounts of genetic differentiation between populations of the malaria vector Anopheles
arabiensis from West Africa and Eastern Outer Islands. Am. J. Trop. Med. Hyg. 60(6): 1000-1009.
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1. Description des sites d'étude

La localisation géographique des différents sites d'étude où les moustiques ont

été collectés est présentée sur la Figure 2.

1. 1. - Sénégal

La seule population continentale étudiée lors de ce travail a été collectée durant

le mois d'Août 1994 dans le village de BARKEDJI (15°17'N, 14°53'0), localisé dans la

vallée du Ferlo en zone de savane sahélienne en plein centre du Sénégal. La saison des

pluies est courte, s'étendant de Juillet à Octobre avec un total annuel de précipitations

enregistré au village même de Barkedji variant entre 300 et 400 mm. An. gambiae et An.

arabiensis, sympatriques dans cette région, assurent une transmission saisonnière du

paludisme. Ils occupent des gîtes larvaires temporaires, uniquement présents en saison

des pluies et qui s'assèchent généralement vers la fin du mois de Décembre. La densité

de la population vectorielle est très faible voire nulle en saison sèche et augmente très

rapidement après les premières pluies, dès que les gîtes sont en eau. Les insecticides

sont très peu utilisés dans cette région et aucun programme de lutte anti-vectorielle n'a

jamais été organisé. Une description détaillée du site et de l'écologie des vecteurs sera

donnée dans la deuxième partie de ce rapport.

1. 2. - Madagascar

La population d'An. arabiensis des hauts plateaux malgaches a été

échantillonnée dans le village de FENOARIVO, lors d'enquêtes entomologiques qui se

sont déroulées en Novembre-Décembre 1996. Madagascar est l'île la plus vaste de

l'Océan Indien (587 000 km''), située à 350 km de la côte Est du continent Africain. Le
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Figure 2: Localisation géographique des différentes populations d'Anopheles arabiensis.
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village de FENOARIVO (19°47'S, 46°34'E), à une altitude de 1235 m, est entouré de

rizières qui fournissent pléthore de gîtes aux deux vecteurs An. arabiensis et An.

funestus (Fontenille, 1992; Laventure et al., 1996). An. gambiae, abondant sur la côte,

n'est pas présent sur les plateaux (Fontenille et al., 1990). La saison des pluies dure de

Novembre à Avril avec un total annuel de précipitations autour de 1400 mm.

La colonisation des zones d'altitude par les vecteurs est consécutive aux

modifications anthropiques du milieu (terrassement, riziculture) réalisées à partir de la

seconde moitié du XIXème siècle (Mouchet et al., 1997). Les plateaux, contrairement aux

zones côtières, sont restés indemne de paludisme jusqu'en 1878 lorsqu'éclata une

épidémie meurtrière suivie de l'endémisation de la maladie jusqu'en 1949 (Mouchet et

al., 1997). Des aspersions domiciliaires de DTT ainsi que la distribution de chloroquine

ont ensuite permis d'endiguer la maladie qui fut déclarée éradiquée en 1962 (Zahar,

1985; Mouchet et al., 1997). Seuls quelques foyers sont restés sous surveillance

jusqu'en 1975 avant l'abandon complet des programmes de lutte. La situation s'est alors

progressivement dégradée jusqu'à l'apparition d'une nouvelle épidémie en 1986-1988,

marquant le retour à un profil épidémiologique et entomologique identique à celui

d'avant l'éradication. Cette épidémie a été en grande partie contrôlée grâce à l'accès à

une prophylaxie de masse. Parallèlement, les aspersions de DTT ont repris et furent

maintenues jusqu'en 1998, de manière localisée et discontinue. Aujourd'hui, An.

arabiensis et An. funestus sont toujours présents sur les plateaux.

1. 3. - L'archipel des Mascareignes

L'île de La Réunion (2500 knr') et l'île Maurice (2000 krrr') sont localisées dans

l'Océan Indien, entre 20° et 25° de latitude Sud et 55° de longitude Est. Elles sont

distantes de 240 km entre elles, et situées respectivement à 800 et 1000 km de la côte
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Est de Madagascar. Le total annuel de précipitations est très variable sur chacune des

îles, passant de 5000 mm dans les régions sous le vent à 500 mm dans les zones

protégées. Ces deux îles sont souvent soumises au passage de cyclones durant la saison

des pluies qui s'étend de Décembre à Avril. A La Réunion, les moustiques ont été

collectés dans une seule localité située au nord-ouest de l'île, «Etang de Saint-Paul», en

Février 1995. A Maurice, le peu de spécimens dont nous disposions nous a forcé à

regrouper au sein du même échantillon des anophèles collectés sur toute la surface de

l'île en Mars-Avril 1997.

A l'inverse de Madagascar, véritable sous-continent qui s'est détaché du

continent Africain depuis quelques 100 millions d'années, emportant avec lui sa flore et

sa faune qui se sont endémisées; les îles de l'archipel des Mascareignes sont

«océaniques», d'origine volcanique, elles n'ont jamais eu de liaison terrestre avec le

continent Africain, ni avec Madagascar, ni avec l'Asie. Par conséquent, toutes les

espèces animales ou végétales peuplant ces îles résultent d'apports exogènes. Depuis un

millénaire au moins, l'homme est à l'origine de l'importation, volontaire ou non,

d'espèces qui ont bouleversé les milieux insulaires. L'action de l'homme se manifeste

également par la création de biotopes favorables au développement et à la reproduction

des espèces importées. C'est particulièrement le cas des Diptères hématophages dont les

anophèles vecteurs du paludisme qui furent introduits à Maurice à la fin du XIX éme

siècle, consécutivement à l'instauration d'une ligne de navigation à vapeur entre

Madagascar et Maurice qui réduisit la durée du voyage à 3 jours (Julvez et al., 1990;

Julvez et Mouchet 1994a). La courte durée du voyage a permis aux anophèles,

incapables de se reproduire sur les bateaux (à la différence des Aedes par exemple) de

survivre du point d'embarquement jusqu'à l'arrivée. Il apparaît également plausible que

le peuplement de La Réunion par An. gambiae s.l. ait eu lieu à partir de Maurice, par
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migration assistée par les vents d'un cyclone (Barat, 1869; Julvez et Mouchet, 1994a et

b). La datation de ces événements de colonisation est possible grâce aux archives de la

Médecine Navale de la fin du siècle dernier qui reportent avec une grande précision

l'apparition de nuisances dues aux Culicidae sur des îles jusqu'alors réputées pour leur

salubrité, les dates précises des premières épidémies de paludisme et dressent un

premier bilan des espèces d'arthropodes rencontrées (voir par exemple Bory de Saint

Vincent, 1804; Barat, 1869; Daruty de Grandpre et Emmerrez de Charmoy, 1900). La

première épidémie eut lieu en 1866 à Maurice et en 1868 à La Réunion et le paludisme

s'y est maintenu à l'état endémique pendant près d'un siècle (Julvez et al., 1990). La

maladie fut déclarée éradiquée à l'île Maurice en 1973 et à La Réunion en 1979, à la

suite du programme mondial d'éradication du paludisme instauré au début des années

50 par l'OMS, basé sur la lutte antivectorielle grâce au DDT et sur une prophylaxie de

masse à la chloroquine (Zahar, 1985). Mais, si très peu de cas de transmission

autochtone ont été reportés depuis l'éradication officielle de la maladie, An. arabiensis

est toujours présent sur ces deux îles et représente une menace pour le maintien de

l'éradication. Depuis une vingtaine d'année, La Réunion et Maurice sont donc dans un

état «d'anophélisme sans paludisme» qui impose une surveillance entomologique et

épidémiologique particulière. La stratégie actuelle s'articule autour:

- de la lutte antilarvaire permanente qui tient compte du cycle biologique des

anophèles et de la rémanence des produits larvicides utilisés (Téméphos en particulier),

ciblée autour des zones prioritaires identifiées sur la base de prospections

entomologiques régulières;

- du dépistage actif des cas de paludisme importé par prélèvement sangum

systématique des voyageurs en provenance de zones impaludées, avec intervention

prophylactique et entomologique autour des cas positifs,
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- de la démoustication également systématique par imagocides (pyréthrinoïdes de

synthèse, fénitrothion) des moyens de communication (avions ou bateaux) et une

surveillance étroite des aéroports et ports internationaux.

Les populations d'An. arabiensis peuplant ces sites ont donc des caractéristiques

écologiques et une histoire bien spécifiques qu'il convient d'avoir en mémoire pour

interpréter les résultats de l'analyse génétique. D'un point de vue historique, toutes les

populations insulaires que nous avons citées sont logiquement issues d'une population

souche ancestrale africaine.

2. Analyse génétique

2. 1. - Polymorphisme des marqueurs micro satellites chez An. arabiensis

Pour chaque locus, 54, 53, 44 et 52 individus respectivement collectés au

Sénégal, à Madagascar, à Maurice et à La Réunion ont été testés. L'utilisation

d'amorces hétérologues, déterminées chez An. gambiae pour étudier le polymorphisme

génétique chez l'espèce jumelle An. arabiensis s'est révélée particulièrement adaptée.

En effet, sur les neuf loci testés, huit ont présenté un polymorphisme important chez An.

arabiensis, avec un nombre d'allèles distincts observés sur les 203 individus testés

variant de 2 pour le locus 29C à 16 pour le locus 26. Ce résultat confirme que les deux

espèces sont génétiquement très proches l'une de l'autre (Besansky et al., 1994, 1997).

La Figure 3 représente la composition allélique et la distribution des fréquences

observées pour chaque locus polymorphe, au sein de chacune des 4 populations

étudiées.
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Figure 3: Variabilité génétique intra-population chez An. arabiensis
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Le locus 49, localisé sur le chromosome X dans la division ID n'a présenté

qu'un seul allèle de 87 pb chez tous les individus testés. Il n'a donc pas été utilisé dans

les analyses qui vont suivre. Ce locus n'est pas informatif pour étudier les populations

d'An. arabiensis bien qu'il soit très polymorphe chez An. gambiae (voir troisième

partie). Une baisse du nombre de loci polymorphes ainsi que du taux de polymorphisme

a souvent été rapportée lorsque des amorces isolées chez une espèce sont utilisées chez

une espèce voisine (Irwin et al., 1991; Primmer et al., 1996a). Chez An. gambiae s.l., le

chromosome X est le siège d'inversions qui permettent le diagnostic entre les différentes

espèces du complexe: l'inversion X", qui englobe la presque totalité du chromosome

(75% du bras chromosomique, selon Green, 1980) est fixée chez An. gambiae et

l'inversion Xbcd est fixée chez An. arabiensis (Coluzzi et al., 1979). La perte de

polymorphisme observée chez An. arabiensis pourrait donc résulter d'une conformation

différente de l'ADN à ce niveau, consécutive au phénomène de spéciation. Par contre, le

locus 7 situé dans la division 1C, à moins d' 1 centiMorgan du locus 49 s'est révélé très

polymorphe chez les populations étudiées sauf à La Réunion (voir ci-dessous) indiquant

que le monomorphisme général observé au locus 49 résulte de contraintes certainement

structurales spécifiques à ce locus chez An. arabiensis et non de phénomènes d'auto

stop liés à la sélection d'allèles avantageux ou à l'élimination d'allèles délétères à un

gène adjacent soumis à sélection (voir Hedrick, 1980).

2.2. - Variabilité génétique au sein des populations

Les paramètres classiquement utilisés pour synthétiser l'information fournie par

les marqueurs génétiques sont donnés dans le Tableau 2 et la Figure 3 pour les huit loci

polymorphes. Deux résultats majeurs apparaissent.
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Ci) - Des populations panmictiques et individualisées

L'analyse de conformité par rapport aux proportions attendues sous l'hypothèse

de l'équilibre d'Hardy-Weinberg (Tableau 2) a montré un très fort déficit en

hétérozygotes (Fis positive et très significative) à tous les loci lorsque les différentes

populations prélevées sont considérées comme appartenant au même pool de gènes,

suggérant un important effet Wahlund (Tableau 2, «Population Totale»). En effet,

lorsque les tests sont réalisés sur chaque population indépendamment, l'équilibre

d'Hardy-Weinberg est respecté dans la plus grande majorité des cas. Seules deux

déviations sur 32 tests réalisés sont néanmoins restées significatives après que la

procédure de Bonferroni (Holm, 1979; Rice, 1989) ait été appliquée pour prendre en

compte les différents tests effectués: au locus 24 D dans la population sénégalaise et au

locus 147 dans la population malgache. Ces deux déviations décelées au niveau d'un

locus particulier dans une seule population représentent probablement des variations

stochastiques car elles ne sont pas soutenues par le reste des données, tant au niveau de

la population que du locus considérés. Elles pourraient néanmoins indiquer la présence

d'allèles nuls à ces loci particuliers.

L'effet Wahlund détecté lors du test effectué sur les données groupées a été

confirmé par des analyses du déséquilibre de liaison entre paires de loci. Un fort taux de

déséquilibre de liaison a été révélé lorsque le test exact de Fisher a été effectué sur les

données groupées, indiquant une répartition non uniforme des génotypes multi-loci: sur

28 combinaisons possibles, 24 tests ont été significatifs avec des valeurs de probabilité

associée variant de P<10-6 à P=O,0045. Par contre, aucune indication de ce type n'a été

trouvée lorsque les tests ont été effectués sur les populations individualisées: seuls 5

tests sur les 112 comparaisons possibles se sont révélés significatifs (avec

O,0046::;;P::;;O,0388), impliquant des paires de loci différentes suivant les populations.
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Aucune liaison entre loci n'a donc été mise en évidence vérifiant ainsi l'indépendance

génétique des marqueurs utilisés.

Ces analyses de la répartition des fréquences alléliques et génotypiques ont

permis de démontrer que la panmixie est respectée au sein de chacune de ces 4

populations mais qu'elles représentent des entités distinctes entre lesquelles les gènes ne

circulent pas librement.

(ii) - Les différentes populations testées présentent une variabilité génétique

hétérogène (Tableau 2, Figure 3)

Les loci 29C et 7 n'ont présenté qu'un seul allèle à La Réunion alors qu'ils sont

polymorphes dans les trois autres populations. Le nombre moyen d'allèles par locus,

observé sur ces échantillons de taille comparable (46<n<54), varie significativement

entre populations (Test de Kruskal-Wallis, X2=14,45; ddl=3; P=0,0024) et peut être

classé dans un ordre décroissant selon la hiérarchie: Sénégal ~ Madagascar ~ Maurice ~

La Réunion. Une tendance similaire a été observée sur l'hétérozygotie moyenne calculée

à partir des fréquences alléliques sous l'hypothèse vérifiée de panmixie à l'intérieur de

chaque population, bien que les différences ne soient pas significatives (i=7,63; ddl=3;

P=0,0543). La distribution des allèles entre les différentes populations présentée sur la

Figure 3 fait également ressortir un profil particulier: sur un total de 62 allèles distincts

observés sur les huit loci, aucun allèle privé n'a été trouvé à La Réunion, 1 allèle est

spécifique de la population mauricienne (allèle 102 au locus 7), 3 sont uniques à

Madagascar et Il n'ont été observés que dans la population sénégalaise. La population

sénégalaise en particulier présente un profil de variabilité génétique plus large que les

autres (Figure 3). L'allèle majoritaire est le même pour les 4 populations sur 5 des 8 loci
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testés. Ce profil de répartition de la variabilité génétique est compatible avec

l'historique de la colonisation des îles à partir d'une population souche africaine.

2. 3. - Différenciation génétique entre populations et flux de gènes

L'analyse de la structure génétique des populations a été effectuée par

l'estimation des paramètres Fst (Wright, 1951; estimé selon Weir et Cockerharnrn,

1984) et Rst (Slatkin 1995; estimé selon Kirnrnel et al., 1996). Les résultats obtenus

sont présentés dans le Tableau 3.

Un très fort taux de différenciation génétique a été observé entre les quatre

populations testées pour chacun des loci microsatellites considérés ainsi que sur

l'ensemble des loci avec une valeur de Fst moyenne de 0,169 très significative (P<10-4
)

et une valeur de Rst légèrement supérieure, de 0,213. Les populations ont également été

comparées deux à deux: dans la majorité des cas, les estimations de Rst ainsi obtenues

ont été plus faibles que les estimations de Fst, exception faite de la comparaison entre le

Sénégal et l'île de La Réunion (Tableau 3, moyenne sur tous les loci). Les taux de

différenciation les plus élevés ont été observés entre La Réunion et chacune des autres

populations (0,206::;;Fst::;;0,215; 0,132::;;Rst::;;0,302) alors que les populations de

Madagascar et Maurice apparaissent comme les plus proches génétiquement (Fst=0,08;

Rst=0,022). Ces forts taux de différenciation se traduisent par des estimations de l'index

de migration (Nm) très faibles et supérieures à 1 uniquement entre le Sénégal et

Madagascar ( 1,19::;;Nm::;;2,04, selon la méthode de calcul) et entre Madagascar et l'île

Maurice (0,87::;;Nm::;;5,61). Les trois méthodes utilisées pour estimer ce paramètre, à

partir de l'estimation de Fst (Wright, 1951), de Rst (Slatkin, 1995) ou selon la méthode

des allèles privés de Slatkin (l985b) ont donné des résultats homogènes sur l'ensemble

des comparaisons effectuées.
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Tableau 3: Différenciation génétique entre populations.

Sénégal Sénégal Sénégal Madagascar Madagascar Réunion Global sur
Locus x x x x x x toutes les

Madagascar Réunion Maurice Réunion Maurice Maurice populations

7 Fst (Nm) 0,148 (1,91) 0,357 (0,60) 0,111 (2,7) 0,142 (2,0) 0,058 (5,4) 0,280 (0,86) 0,183 (1,49)
Rst (Nm) 0,010 (16,5) 0,005 (33,2) 0,025 (6,5) 0,001 (166) 0,0007 (238) 0,016 (10,3) 0,016 (15,2)

24D Fst (Nm) 0,202 (0,99) 0,176 (1,17) 0,262 (0,70) 0,297 (0,59) 0,012 (21,1) 0,379 (0,41) 0,243 (0,78)
Rst (Nm) 0,162 (0,65) 0,144 (0,74) 0,184 (0,55) 0,001 (12,8) 0,006 (20,0) 0,162 (0,65) 0,218 (0,90)

147 Fst (Nm) 0,039 (6,1) 0,255 (0,73) 0,131 (1,65) 0,386 (0,40) 0,046 (5,2) 0,424 (0,34) 0,222 (0,88)
Rst(Nm) 0,053 (2,2) 0,136 (0,79) 0,090 (1,26) 0,340 (0,24) 0,004 (28,3) 0,382 (0,40) 0,258 (0,72)

141 Fst (Nm) 0,031 (7,8) 0,094 (2,4) 0,074 (3,1) 0,0 Il (22,7) 0,001 (227) 0,0000 (» 1) 0,038 (6,23)
Rst (Nm) 0,010 (12,4) 0,059 (2,0) 0,042 (2,9) 0,012 (10,0) 0,003 (35,6) 0,0000 (»1) 0,031 (7,90)

26 Fst (Nm) 0,022 (11,1) 0,241 (0,79) 0,128 (1,70) 0,249 (0,75) 0,110 (2,0) 0,122 (1,80) 0,150 (1,42)
Rst(Nm) 0,060 (1,96) 0,517 (0,12) 0,137 (0,79) 0,295 (0,30) 0,016 (7,6) 0,157 (0,67) 0,275 (0,66)

803 Fst (Nm) 0,036 (6,8) 0,155 (1,37) 0,128 (1,71) 0,126 (1,74) 0,101 (2,2) 0,0000 (»1) 0,095 (2,37)
Rst (Nm) 0,0001 (»1) 0,141 (0,76) 0,086 (1,33) 0,064 (1,83) 0,032 (3,7) 0,0000 (»1) 0,076 (3,00)

45C Fst (Nm) 0,300 (0,58) 0,172 (1,2) 0,441 (0,32) 0,158 (1,33) 0,115 (1,92) 0,223 (0,87) 0,246 (1,83)
Rst (Nm) 0,406 (0,18) 0,181 (0,57) 0,696 (0,05) 0,055 (2,2) 0,150 (0,71) 0,302 (0,29) 0,421 (0,34)

29C Fst (Nm) 0,074 (3,1) 0,074 (3,1) 0,011 (21,6) 0,225 (0,86) 0,141 (1,52) 0,027 (9,0) 0,120 (1,83)
Rst (Nm) 0~039 (3,1) 0~038 (3,2) 0,005 (24,9) 0,128 (0,85) 0-,-077 (l,50) 0,014 (9,1) 0,094 (2,42)

Tous Fst t(Nm) 0,109 (2,04) 0,206 (0,96) 0,188 (1,08) 0,214 (0,92) 0,080 (2,87) 0,215 (0,91) 0,169 (1,23)
loci Rst t (Nm) 0,095 (1,19) 0,302 (0,29) 0,169 (0,61) 0,174 (0,59) 0,022 (5,61) 0,132 (0,82) 0,213 (0,69)

Nm(PA) 1,35 0,56 0,69 0,59 0,87 0,50 1,33
Valeurs soulignées: P< 0,05; caractères gras soulignés: P< 0,05 après application de la procédure de Bonferroni.
t Estimations testées par permutation des génotypes entre populations.
Nm (PA): estimations de Nm selon la méthode des allèles privés de Slatkin (1985).



Ces résultats mettent donc en évidence une structure génétique forte entre ces

différentes populations très isolées géographiquement et soulignent la capacité de ce

type de marqueurs à détecter des différences dans la répartition de la variabilité

génétique entre sous-populations au sein de la même espèce.

3. Structure génétique des populations d'An. arabiensis: le rôle des
facteurs écologiques et historiques

Les résultats obtenus peuvent être analysés à la lumière des connaissances que

nous avons sur l'écologie et l'historique des populations dans ces différents sites

géographiques.

3. 1. - Perte de polymorphisme et contraintes sur la taille des populations:

influence de la dérive génétique sur les populations locales

L'un des paramètres principaux influençant le taux de polymorphisme neutre

dans une population en panmixie est la taille effective de la population. En effet, comme

nous l'avons vu, dans des populations de grande taille, de nombreux allèles pourront

être générés par mutation et l'influence restreinte de la dérive génétique permettra un

polymorphisme important, ce qui est observé pour la population sénégalaise et, dans une

moindre mesure, pour la population malgache. Par contre, dans des populations de petite

taille, une très forte dérive génétique va empêcher le développement de forts taux de

polymorphisme en éliminant les allèles de faible fréquence conduisant à une variabilité

génétique réduite telle que celle caractérisant les populations des petites îles de

l'archipel des Mascareignes. De plus, les populations insulaires ont, au cours de leur

histoire, subi des goulots d'étranglement démographiques importants consécutifs à
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l'établissement de la population originale dans ces sites (effets fondateurs évidents sur

les îles des Mascareignes) et à la lutte intensive menée dans les années 50 qui a

considérablement réduit les densités de population à Madagascar, Maurice et La

Réunion. Les goulots d'étranglement sont à l'origine d'une réduction de l'hétérozygotie

et du nombre d'allèles sous différents modèles de mutation (IAM: Nei et al., 1975;

Maruyama et Fuerst, 1985a; SMM: Chakraborty et Nei, 1977; Comuet et Luikart, 1996).

La perte de polymorphisme associée à ces phénomènes est fonction de l'amplitude du

goulot d'étranglement, du taux de croissance de la population résiduelle, du taux de

mutation des marqueurs considérés et du temps (nombre de générations) écoulé depuis

la réduction de taille. La diminution du nombre d'allèles est rapide et surtout fonction de

la taille du goulot d'étranglement car la dérive génétique va éliminer un grand nombre

d'allèles dans ces conditions alors que la chute de l'hétérozygotie est plus lente et

fortement influencée par le taux de croissance de la population après l'évènement. Un

fort taux de croissance, associé à un fort taux de mutation des marqueurs, va rapidement

restaurer une variabilité génétique importante ce qui ne sera pas le cas si la population

est maintenue à une taille réduite. Lorsque l'équilibre entre mutation et dérive génétique

est de nouveau atteint, l'hétérozygotie et le nombre d'allèles sont stabilisés à une valeur

qui sera fonction de la taille effective de la population et du taux de mutation des loci.

Or, le taux de croissance des populations d'anophèles peut raisonnablement être

estimé comme fort si l'on se base sur le taux de fécondité des femelles (voir cycle

biologique des anophèles en introduction) et les exemples de dynamique des

populations naturelles en conditions favorables: explosions démographiques en saison

des pluies en Afrique continentale (Gillies et De Meillon, 1968; Service, 1993), la

colonisation rapide du Brésil par An. gambiae dans les années 1930-40 (Soper et

Wilson, 1943) ou la célérité avec laquelle les sites des hauts plateaux malgaches ont été
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recolonisés après l'arrêt des pulvérisations de DDT (Mouchet et al., 1997). Le taux de

mutation des loci microsatellites étant par ailleurs très élevé, il est probable que le retour

aux conditions d'équilibre soit relativement rapide dans un tel système.

Le degré variable de polymorphisme observé sur les mêmes marqueurs suggère

donc des différences de taille effective des populations étudiées:

- une variabilité génétique importante au Sénégal implique des populations de

grande taille sur le continent Africain, conformément aux résultats obtenus avec

d'autres marqueurs (inversions chromosomiques, Coluzzi et al., 1985;

isoenzymes, Smits et al., 1996; séquences d'ADN, Besansky et al., 1997),

- des caractéristiques similaires s'appliquent à la population des hauts plateaux

malgaches soumise à une faible pression insecticide due à l'irrégularité des

traitements focalisés sur des zones particulières,

- une variabilité génétique réduite sur les petites îles des Mascareignes dont la

population est constamment soumise à un très fort contrôle suggère une taille

effective réduite.

La perte complète de polymorphisme aux loci 7 et 29C dans la population de La

Réunion soutient cette hypothèse de taille réduite des populations insulaires. En effet, le

locus 29C est peu polymorphe dans les autres populations (seulement 2 allèles) et

l'allèle de plus faible fréquence a pu être perdu sous l'influence unique de la dérive

génétique dans cette population sans cesse contenue. Le même raisonnement peut être

tenu à propos du monomorphisme observé au locus 7. Ce locus est situé sur le

chromosome X, hétérochromosome qui n'est représenté qu'en une seule copie chez les

individus mâles. La taille effective de la population pour ce chromosome particulier est
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donc diminuée de 25% par rapport à celle estimée pour les chromosomes homologues et

la recombinaison est impossible chez les mâles. La localisation cytologique du locus 7

l'expose ainsi à une plus forte influence de la dérive génétique et la fixation de l'allèle

majoritaire sera donc plus rapide. Il est impossible de séparer, à partir des données que

nous possédons, l'effet relatif des goulots d'étranglement dus aux effets fondateurs

initiaux et à la limitation de la densité des populations consécutive à l'utilisation

d'insecticides mais ces évènements mettent en jeu la même force évolutive: la dérive

génétique. Néanmoins, il apparaît plausible au vu du fort taux de croissance des

populations d'anophèles et du fort taux de mutation des loci microsatellites que les

différences observées en termes de variabilité génétique (nombre d'allèles par locus et

hétérozygotie) soient essentiellement imputables au contrôle assidu et durable de la

densité des populations sur les petites îles. Le fait que l'allèle majoritaire soit le même

au sein de chacune des populations pour 5 des 8 loci utilisés est également en faveur

d'une influence prépondérante de la dérive génétique par rapport aux mutations d'une

part car ces populations ne possèdent pas ou très peu d'allèles privés, ou à des

phénomènes d'auto-stop moléculaire d'autre part. En effet, malgré des conditions

écologiques et un historique similaires, les populations de La Réunion et de l'île

Maurice présentent un profil de variabilité génétique différent compatible avec une

évolution essentiellement stochastique plutôt que dirigée par des forces adaptatives. De

plus, aucune résistance aux insecticides utilisés n'a été signalée chez An. arabiensis à

Maurice comme à La Réunion suggérant une bonne gestion de la pression exercée qui

n'entraîne pas la sélection de génotypes particuliers tout en limitant la densité des

populations. Cette absence de résistance sur les îles soutient l'hypothèse de flux de

gènes limités avec les populations continentales.
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3. 2. - Différenciation entre sous-populations: dérive génétique et flux de gènes

Comme nous l'avons déjà précédemment remarqué, le taux de différenciation

génétique entre populations sera fonction de l'influence relative de la dérive génétique

comme force visant à individualiser les populations locales et de la migration (ou flux

de gènes) qui tend à homogénéiser les populations. Dans le cas étudié ici, de très faibles

valeurs de Nm ont été observées suggérant des flux de gènes limités entre les différents

isolats géographiques. Le fait que les valeurs Rst soient généralement plus faibles que

les valeurs de Fst estimées au cours de ce travail plaide en faveur d'une différenciation

essentiellement générée par dérive génétique plutôt que par mutation (Slatkin, 1995). La

forte différenciation génétique observée est le résultat de la combinaison de plusieurs

facteurs, favorisant la dérive génétique au détriment les flux de gènes qui sont

notamment:

(i) - Des effets fondateurs initiaux suivis de l'expansion des populations

sur les îles

L'établissement des populations d'An. arabiensis sur les îles implique

nécessairement un effet fondateur initial dont l'amplitude peut être plus ou moins

importante selon le mécanisme de colonisation impliqué (vicariance ou colonisation de

sites vierges par migration d'un nombre restreint d'individus). Si, suite à cet effet

fondateur les populations n'échangent plus de gènes, les différents pools de gènes ainsi

créés vont évoluer indépendamment les uns des autres et diverger par le seul fait des

forces stochastiques. Or, si la diversité génétique à l'intérieur de chacune de ces

nouvelles populations peut être restaurée rapidement comme nous l'avons dit

précédemment, estompant ainsi l'influence de ces effets fondateurs sur la diversité

génétique intra-population, il n'en est pas de même lorsque ces populations sont

comparées les unes aux autres. L'évolution indépendante de ces dèmes par mutation et
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dérive génétique va créer des différences dans la nature et les fréquences des allèles

représentés au sein de chaque population, permettant ainsi la mise en évidence d'une

différenciation génétique significative. En l'absence de sélection ou d'autres types de

contraintes (sur la taille des allèles par exemple) qui pourraient diriger l'évolution des

différents pools de gènes de façon uniforme, l'influence des effets fondateurs initiaux

sera donc primordiale à ce niveau. Seuls des flux de gènes importants (Nm>1) pourront

alors favoriser l'homogénéisation de la composition allélique entre populations.

(ii) - Une distance géographique importante incluant une barrière

physique restreignant la migration par dispersion

L'Océan Indien apparaît comme une barrière évidente à la migration active des

individus donc au flux de gènes entre populations. L'isolement génétique particulier de

la population de La Réunion par rapport aux trois autres sites et le fait que les

populations de Madagascar et de l'île Maurice apparaissent comme les moins

différenciées alors qu'elles sont séparées par la plus grande distance géographique au

dessus de l'océan (1000km) suggèrent néanmoins que cette barrière physique n'explique

pas complètement le profil révélé. Une telle absence de corrélation entre le taux de

différenciation génétique et la distance géographique entre les populations a été

observée lors d'une étude récente conduite sur An. polynesiensis (Failloux et al., 1997).

Les auteurs ont par contre trouvé une corrélation très significative entre les flux de

gènes (Nm) et le niveau de trafic commercial entre les différents îlots étudiés suggérant

que le transport passif des moustiques puisse représenter une forme de migration non

négligeable. De nombreux exemples de colonisation impliquant le transport passif des

moustiques ont été cités dans un revue récente de Service (1997) et une preuve évidente

de l'importance de ce moyen de dispersion à grande échelle des vecteurs du paludisme
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réside en particulier dans la description de plusieurs cas de «paludisme d'aéroport» en

Europe ou en Israël (Holvoet et al., 1983; Blazquez, 1987; Rosci et al., 1987; Shpilberg

et al., 1988; Service, 1997). En effet, c'est par ce biais que les îles étudiées ici ont été

colonisées et le trafic commercial et touristique est aujourd'hui intense à travers l'Océan

Indien. Les index de migration supérieurs à 1 observés entre le Sénégal et Madagascar,

et entre Madagascar et Maurice confirment qu'une large zone géographique pourtant

très inhospitalière ne soit pas un obstacle insurmontable à la migration d'An. arabiensis,

bien que son influence soit incontestable. De plus, la population de Madagascar ne

présente pas les caractéristiques d'endémisation auxquelles on aurait pu s'attendre si la

fragmentation des populations avait été due exclusivement à un évènement de

vicariance lors de la séparation de «la Grande Ile» et du continent Africain ce qui

confirme l'existence de flux de gènes contemporains. En outre, comme nous l'avons

cité plus haut, l'hypothèse d'une migration anémochore exceptionnelle ne peut pas être

complètement écartée (Julvez et al., 1998; Julvez et Mouchet, 1994a et b; Service,

1997). De tels évènements exceptionnels de migration en masse peuvent en effet avoir

une influence prépondérante sur la structure génétique des populations (Slatkin, 1987).

L'application du modèle d'isolement par la distance n'apparaît donc pas adéquate pour

l'étude d'un tel système car il ne rend pas bien compte de ces phénomènes de migration

assistée des individus, qui sont par ailleurs difficilement généralisables et paramétrables.

(iii) - Les traitements insecticides

L'influence des traitements insecticides appliqués de façon différentielle sur les

populations étudiées peut s'exercer à plusieurs niveaux. Nous avons vu précédemment

que l'emploi intensif des insecticides aboutit à la limitation de la densité donc de la

taille effective des populations exposées au contrôle. Cette hétérogénéité des tailles des
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populations comparées aura une influence très importante sur l'estimation du taux de

flux géniques, inhérente aux modèles mathématiques utilisés (voir ci-dessous). A un

autre niveau, sur l'île de La Réunion par exemple, une très forte pression insecticide est

constamment appliquée aux points d'entrée potentiels des vecteurs sur l'île (ports et

aéroports) résultant en un contrôle effectif de ces moyens de dispersion passive des

moustiques qui, indépendamment de la limitation sur la taille des populations locales, va

jouer en faveur de la différenciation des populations sous l'action de la dérive génétique

en empêchant l'apport de nouveaux allèles par immigration.

Tous ces facteurs agissent simultanément et touchent tous les loci dans les

mêmes proportions. Il est impossible d'estimer précisément dans quelle mesure chacun

de ces mécanismes contribue au profil observé avec les modèles mathématiques dont

nous disposons actuellement (voir Slatkin, 1987). Mais le fait est clair que tous ces

facteurs augmentent l'influence de la dérive génétique et s'opposent au libre échange de

gènes entre populations, favorisant ainsi l'évolution indépendante des différents dèmes.

4. Retour sur les conditions d'application des modèles

La dérive génétique apparaît donc comme la force majeure à l'origine de la

structure génétique observée entre les populations d'An. arabiensis du Sénégal, de

Madagascar, de l'île Maurice et de l'île de La Réunion. Mais, de fortes indications

suggèrent que la taille effective des populations diffère en fonction de la population

considérée. Or, dans un modèle en îles ou de stepping stone, toutes les sous-populations

sont supposées avoir la même taille constante N (Wright, 1931; Slatkin, 1985a). Cette
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condition a de grandes chances de ne pas être respectée ici et des différences de taille

entre populations non prises en compte par les modèles utilisés peuvent

considérablement biaiser les estimations de l'index de migration, Nm, et conduire à des

conclusions erronées en termes de flux de gènes et de temps de divergence entre

populations (Nei et Chesser, 1983; Whitlock, 1992; Slatkin, 1995).

Selon le modèle de mutation considéré, à l'équilibre mutation-dérive, lorsque la

taille de la population est stable, la diversité génique et la taille effective des populations

sont liées selon l'équation:

He = _4_M---,ee:
1+4Nell

sous un modèle IAM (Nei, 1987),

1
He =1- sous un modèle SMM (Ohta et Kimura, 1973; Nei, 1987),

.JI + 8Nell

où Ne est la taille effective des population et I-t le taux de mutation du locus considéré.

En inversant ces formules, il est alors possible de déterminer Neu à partir de He.

Mais, il a été démontré que l'estimation du paramètre Neu à partir de l'hétérozygotie

observée est biaisée (Zouros, 1979) et qu'il est beaucoup plus correct de se baser sur le

nombre d'allèles (Ewens et Gillespie, 1974). Cornuet et Luikart (1996) ont écrit un

programme (Bottleneck) permettant, à partir du nombre d'allèles observés, d'estimer

l'hétérozygotie attendue dans les conditions d'équilibre entre mutation et dérive

génétique (Heq) sous différents modèles de mutation. Il est alors possible connaissant

Heq et en inversant les formules présentées ci-dessus de déterminer une valeur relative

de Neu dans chacune des populations testées. Sous l'hypothèse d'un taux de mutation

moyen sur tous les loci (u) identique dans chacune des populations testées (les mêmes

loci ayant été utilisés), le rapport entre les estimations de Neu pour chaque population

va refléter le rapport entre les tailles effectives des différentes populations.

94



Nous avons donc estimé les valeurs de l'hétérozygotie moyenne attendue à

l'équilibre mutation-dérive (Heq) sous un modèle de mutation de type IAM et de type

SMM (Cornuet et Luikart, 1996). Les valeurs obtenues pour Heq ont été comparées aux

valeurs de l'hétérozygotie moyenne calculée sous l'hypothèse d'Hardy-Weinberg (He)

pour chaque population par un test du signe de Wilcoxon (Luikart, 1997; Luikart et

Cornuet, 1997) afin de déceler un éventuel écart significatif par rapport aux conditions

d'équilibre. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant:

IAM SMM

Population He Heq P Heq P

Sénégal 0,636 0,579 0,055 0,705 0,04

Madagascar 0,571 0,518 0,195 0,655 0,31

Maurice 0,425 0,350 0,195 0,461 0,31

La Réunion 0,373 0,246 0,016 0,330 0,69
P=probabilité du test de Wilcoxon Valeurs soulignées P<O,05

Comme nous l'avons précisé précédemment, les loci microsatellites ne suivent

pas exclusivement l'un ou l'autre de ces deux modèles de mutation (voir Di Rienzo et

al., 1994; Estoup et al., 1995a) ce qui explique les deux déviations significatives

observées par rapport à la valeur de l'hétérozygotie moyenne attendue à l'équilibre

mutation-dérive (à La Réunion sous un modèle IAM et au Sénégal sous un modèle

SMM). Néanmoins, ces deux modèles représentent les extrêmes généralement

considérées pour étudier le polymorphisme des loci microsatellites (le modèle TPM

étant un intermédiaire entre l'IAM et le SMM). Dans ces conditions, les valeurs

obtenues par simulation pour Heq en fonction du nombre d'allèles observés encadrent

les valeurs réelles. Ces simulations ont également été réalisées en supposant un modèle
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de mutation de type TPM, accordant une proportion p=0,05 de mutations provoquant

une variation de la taille des allèles supérieure à une unité du motif répété (Di Rienzo et

al., 1994). Dans ces conditions, aucune déviation significative par rapport aux valeurs

d'équilibre n'a été mise en évidence (P>0,25) suggérant que les populations considérées

sont bien à l'équilibre entre mutation et dérive génétique et qu'aucun goulot

d'étranglement démographique de forte amplitude n'a eu lieu récemment (Cornuet et

Luikart, 1996).

Les valeurs de Heq ainsi estimées ont été utilisées pour estimer Neu dans chaque

population sous l'hypothèse d'un IAM et d'un SMM et le ratio de ces estimations a été

calculé. Les valeurs obtenues sont données dans le tableau suivant, les ratios étant

calculés par rapport à la population de La Réunion:

Modèle de mutation Sénégal Madagascar Maurice Réunion

Neu 0,344 0,269 0,135 0,082
IAM

ratio 4,2:1 3,3:1 1,6:1 1

Neu 1,31 0,925 0,305 0,153
SMM

ratio 8,6:1 6:1 2:1 1

Ces rapports n'ont qu'une valeur indicative mais l'amplitude de la différence

entre les tailles effectives des populations est flagrante et l'estimation des flux géniques

entre populations pourrait alors être biaisée. Néanmoins, ces différences ne remettent

pas en cause l'amplitude de la différenciation génétique observée entre les sous-

populations étudiées mais doivent attirer l'attention sur le fait que la structure génétique

mise en évidence parait liée à une hétérogénéité a priori importante de la taille des

populations considérées.
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5. Conclusion

Les loci microsatellites utilisés se sont révélés très polymorphes chez An.

arabiensis permettant la mise en œuvre d'études visant à déterminer le degré de

structuration des populations naturelles au sein de cette espèce.

Les résultats obtenus lors de notre étude confirment que l'utilisation d'amorces

hétérologues s'avère un très bon outil pour l'analyse de la génétique des populations

chez des espèces voisines et que les amorces décrites chez An. gambiae pourront

permettre de préciser la biologie et l'écologie d'autres espèces appartenant à ce

complexe, notamment An. arabiensis. L'image révélée par les variations de

polymorphisme entre et au sein des populations étudiées est en parfait accord avec ce

qui pouvait être prédit a priori, à partir des caractéristiques historiques et écologiques

des différentes populations étudiées, confirmant ainsi la pertinence et la valeur des

informations fournies par ces marqueurs moléculaires.

L'analyse du polymorphisme observé au niveau de ces loci et de sa distribution

entre les différentes sous-populations a mis en exergue l'influence prépondérante de la

taille des populations et de ses fluctuations au cours du temps sur le degré de diversité

génétique existant au sein des populations locales et, par conséquent, sur le taux de

différenciation génétique entre populations. L'équilibre entre la dérive génétique qui

érode la variabilité et la migration qui la restaure fait donc intervenir des notions de

dynamique qui sont étroitement liées aux paramètres du milieu dans lequel évoluent les

populations naturelles. Les méthodes d'analyse spatiale ponctuelles doivent donc être

validées par des investigations menées de façon récurrente afin de tester la stabilité au

cours du temps de la structure des populations.
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De nombreuses incertitudes demeurent quant à l'influence relative des différents

facteurs impliqués dans la structuration géographique des populations étudiées et leur

stabilité dans le temps. Des études menées sur différentes échelles géographiques et de

manière hiérarchique sur le continent Africain comme sur chacune des îles étudiées

devraient permettre de se passer de l'interprétation d'effets locaux et de préciser

l'influence des facteurs touchant certains groupes de populations et pas d'autres

(l'utilisation d'insecticides par exemple).

L'étude que nous avons menée avait essentiellement pour but d'estimer le

potentiel résolutif des marqueurs microsatellites chez An. arabiensis. Sur la base des

résultats obtenus lors de la comparaison des ces quatre populations, l'évolution au cours

du temps de la variabilité génétique au sein de la population d'An. arabiensis du village

de Barkedji au Sénégal a été suivie sur plusieurs années afin d'étudier d'une manière

indirecte l'écologie de cette espèce en zone de savane sahélienne.
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DEUXIEME PARTIE

Suivi temporel de la variabilité génétique

dans une population d'Anopheles arabiensis

en zone sahélienne
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Nous avons vu lors de la Première Partie que les loci microsatellites isolés chez

An. gambiae pouvaient s'avérer de très bons marqueurs moléculaires pour les études de

génétique des populations d'An. arabiensis. Le fort taux de polymorphisme de ces

marqueurs peut également être utilisé afin de rendre compte de l'évolution au cours du

temps de la variabilité génétique à l'intérieur d'une population donnée. Cette approche

dynamique est particulièrement pertinente pour la mise en évidence de goulots

d'étranglements démographiques dont les conséquences sur le taux de variabilité

génétique sont immédiates (diminution du nombre d'allèles et de l'hétérozygotie, voir

Nei et al., 1975; Maruyama et Fuerst, 1985a et b; Cornuet et Luikart, 1996).

La dynamique des populations d'An. arabiensis dans les zones de savane

sahélienne en bordure du Sahara présente des particularités singulières qui en font un

excellent modèle d'étude pour ce type d'investigations. En effet, les densités de

populations fluctuent énormément au cours de l'année: présentant un pic d'abondance

en saison des pluies, les populations de vecteurs sont terriblement réduites, voire

introuvables en saison sèche où les conditions environnementales sont très défavorables

à la survie des anophèles (Holstein, 1954; Gillies et de Meillon, 1968; Faye et al., 1993;

Taylor et al., 1993; Charlwood et al., 1995; voir ci-dessous). Cette très faible densité de

population interdit l'utilisation des méthodes directes d'étude de la dispersion des

individus par marquage et recapture (Taylor et al., 1993; Touré et al., 1998) et la

biologie des populations en saison sèche reste aujourd'hui très mal connue. Une

approche indirecte, utilisant à la fois les connaissances écologiques accumulées au cours

du suivi entomologique des sites de transmission du paludisme et des connaissances

génétiques issues de l'analyse du polymorphisme des loci microsatellites chez les

populations vectorielles devrait permettre de faire le lien entre les paramètres
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«dynamique de l'habitat», «dynamique des populations» et «composition génétique», et

de préciser le devenir des moustiques en saison sèche.

Cette méthodologie a été appliquée à la population d'An. arabiensis du village

de Barkedji situé en zone de savane sahélienne, au Sénégal. L'objectif de ce travail a été

d'étudier les variations du polymorphisme neutre au sein de cette population sur quatre

années consécutives, ce qui nous a permis d'obtenir des informations sur la taille

effective de la population et son évolution au cours du temps.

Dans un premier temps, nous allons présenter les données écologiques relatives aux

fluctuations saisonnières de la densité des populations vectorielles à Barkedji afin de

définir clairement la problématique invoquée.

1. Dynamique des populations d'anophèles à Barkedji

L'écologie et la dynamique des populations du complexe An. gambiae à Barkedji ont été décrites pour la
période 1994-1996 dans l'article présenté en annexe 3:

LEMASSON JJ, FONTENILLE D, LOCHOUARN L, DIA 1, SIMARD F, BA K, DIOP A, DIAnA M et MOLEZ JF.
1997. Comparison ofbehavior and vector efficiency ofAnopheles gambiae and An. arabiensis (Diptera:
Culicidae) in Barkedji, a sahelian area ofSenegal. J. Med. Entomol. 34(4): 396-403.

1. 1. - Observations de terrain

La localisation géographique du village de Barkedji est donnée sur la Figure 4.

Comme nous l'avons dit dans la Première Partie, ce village est localisé dans la zone de

savane sahélienne du Sénégal, exposée à de très faibles précipitations annuelles (de 300

à 400 mm) concentrées sur une période restreinte, de Juillet à Octobre. Les seuls gîtes

larvaires permettant le développement des anophèles dans cette région sont les mares
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Figure 4: Localisation géographique du village de Barkedji au Sénégal.
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temporaires qui se forment en début de saison des pluies par collecte des eaux de

ruissellement dans les cuvettes argileuses qui entourent le village (Illustration 7). Ces

mares s'assèchent progressivement pour disparaître complètement à la fin du mois de

Décembre (Illustration 8).

La densité des populations d'An. gambiae et d'An. arabiensis, seuls vecteurs du

paludisme et seuls membres du complexe rencontrés dans cette zone est étroitement

dépendante de la présence de ces gîtes larvaires. La courbe présentée sur la Figure 5,

basée sur les résultats de captures sur sujets humains volontaires reflète cette fluctuation

de la densité des populations à Barkedji pour la période 1994-1996. A noter, en

Décembre 1995, une chute de pluie inhabituelle a permis aux mares temporaires de

persister à un faible niveau jusqu'en Février 1996. Le suivi entomologique du site a été

maintenu jusqu'en Décembre 1997 et des profils de répartition similaires ont été

observés.

Dès que les gîtes larvaires sont en eau, peu de temps après les premières pluies,

les vecteurs apparaissent et les densités de populations croissent très vite pour atteindre

leur optimum en Octobre-Novembre. Elles décroissent rapidement ensuite lorsque les

alizés soufflant du Nord font chuter le degré d'hygrométrie. An. arabiensis, plus adapté

aux environnements arides est plus largement représenté et reste présent plus longtemps

qu'An. gambiae. De ce fait, c'est le vecteur majoritaire du paludisme à Barkedji, bien

qu'An. gambiae possède un taux d'infestation plus élevé durant la période où les deux

espèces sont simultanément présentes.
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Fluctuation saisonnière de la disponibilité en eau dans les mares temporaires, seuls
gîtes larvaires permettant le développement des anophèles à Barkedji.

Illustration 7: Durant la saison des pluies, l'eau de ruissellement s'accumule dans les
cuvettes argileuses qui entourent le village fournissant d'excellents
gîtes larvaires pour les anophèles (de Juillet à Décembre).

Illustration 8: Aucun gîte larvaire n'est plus disponible pendant la saison sèche
(de Décembre à Juillet) .

Photos: Jean-Ja cques Lemasson , (RD, Dakar.
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Figure 5: Fluctuations saisonnières de l'agressivité des membres du complexe An. gambiae à Barkedji (Sénégal), en
zone de savane sahélienne Ouest-Africaine pour la période Juin 1994 - Mars 1996. La présence des vecteurs
est étroitement liée à la disponibilité en eau dans les gîtes temporaires.
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1. 2. - La problématique

La disparition apparente des vecteurs en saison sèche pousse à se demander

quels mécanismes entrent en jeu pour permettre aux populations de recoloniser

rapidement les sites en saison des pluies. Plusieurs hypothèses, non exclusives, sont

communément avancées.

D'une part, les populations pourraient effectivement disparaître localement

lorsque les conditions sont trop restrictives pour permettre la survie et la reproduction

des individus. Les gîtes larvaires temporaires formés en début de saison des pluies

seraient alors recolonisés chaque année par de nouvelles femelles fondatrices provenant

de zones voisines où la disponibilité en eau permet le développement des anophèles tout

au long de l'année. Dans ce cas, les populations d'An. arabiensis obéissent à une

dynamique de métapopulation et de fortes différences de la composition génétique

d'une année sur l'autre devraient être observées, suite aux effets fondateurs du début de

saison des pluies.

Alternativement, de larges populations pourraient être maintenues localement

par l'intermédiaire d'individus en estivation. Beier et al. (1990) ont démontré que les

œufs d'anophèles sont très sensibles à la dessiccation. Le maintien des populations

locales par cet intermédiaire est donc inconcevable sur un intervalle de temps aussi

long. Par contre, Omer et Cloudsley-Thompson (1968, 1970) ont décrit l'existence de

femelles appartenant au complexe An. gambiae (très probablement An. arabiensis)

capables de survivre pendant les neuf mois que dure la saison sèche au Soudan. Ces

femelles en état de «dissociation gonotrophique» sortent périodiquement de leur

léthargie pour prendre un repas de sang sur un hôte vertébré mais le développement des
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ovaires est extrêmement ralenti et prend toute la saison sèche pour s'accomplir. La

ponte n'a donc pas lieu, d'où le terme de «dissociation gonotrophique» utilisé

précédemment. Dans ce cas, les dernières femelles fécondées seront les fondatrices de la

population de l'année suivante. Si un nombre suffisant de femelles persiste, on ne

devrait pas déceler de différences dans la composition génétique des populations d'une

année sur l'autre malgré une baisse considérable du nombre de moustiques actifs (et

donc accessibles aux techniques de collecte utilisées) en saison sèche.

Nous avons entrepris de suivre au cours du temps le polymorphisme génétique

présenté par la population d'An. arabiensis grâce aux marqueurs microsatellite. Des

échantillons de 50 individus ont été prélevés chaque année, de 1994 à 1997, au mois

d'Août, peu de temps après la mise en eau des gîtes temporaires et au mois de

Décembre, juste avant qu'ils ne s'assèchent afin d'encadrer respectivement le pic

d'abondance de la population (intervalles Août-Décembre) et la saison sèche au cours

de laquelle la population semble disparaître (intervalles Décembre-Août). En effet,

comme nous allons le voir maintenant, il est possible d'estimer la taille effective des

populations pendant un intervalle de temps donné à partir des fluctuations des

fréquences alléliques observées aux bornes de cet intervalle (Waples 1989a, 1991). Le

protocole d'échantillonnage que nous avons choisi devrait nous permettre d'estimer la

taille effective de la population d'An. arabiensis de Barkedji en saison des pluies et en

saison sèche, respectivement, et de comparer les différentes estimations obtenues sur

plusieurs années.
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2. L'approche temporelle: estimation de la taille effective des
populations grâce aux variations de fréquences alléliques

2. 1. - Principes

La théorie de "l'approche temporelle" repose sur le simple principe que, sous

l'action unique de la dérive génétique, de fortes variations de fréquences alléliques

neutres sont attendues au cours du temps dans des populations de petite taille alors que,

pour des populations de grande taille, ces variations seront moindres (Krimbas et

Tsakas, 1971; Waples, 1991). Comme nous l'avons déjà expliqué, ce principe de base

de la génétique des populations souligne que l'influence de la dérive génétique sera une

fonction inversement proportionnelle de la taille effective des populations, Ne (Nei,

1987; Hartl et Clark, 1989; Waples, 1989a; Caballero, 1994). Dès lors, la différence

entre les fréquences alléliques observées dans la même population à deux points

successifs dans le temps doit permettre d'estimer la taille effective de la population

durant cet intervalle de temps. Si la taille de la population fluctue au cours du temps, la

taille effective estimée pour cet intervalle sera très proche de la taille minimale qu'aura

atteint la population. En effet, la taille effective de la population peut être vue comme la

moyenne harmonique des différentes tailles qu'aura pris la population au cours du

temps (Nei et Tajima, 1981; Nei, 1987): si la taille de la population à chaque génération

i, Ni, varie entre la génération 1 et la génération t, la taille effective de la population

pour l'intervalle de temps I-vt est donnée par la formule (Nei et Tajima, 1981; Nei,

1987; Hartl et Clark, 1989):

1 lrl 1 1 Il
-=- -+-+-+ .....+-
Ne t LNl N2 N3 NIJ

Cette estimation est très sensible aux goulots d'étranglement démographiques.

Par exemple, dans notre cas, si la population d'An. arabiensis passe par un minimum de
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100 individus pendant 6 générations en saison sèche puis augmente à 1 000 000

d'individus pendant six générations en saison des pluies, la taille effective de la

population sur l'année, estimée selon la formule ci-dessus donnera Ne=200, proche du

minima atteint en saison sèche. C'est sur ce principe que repose l'étude conduite sur la

population d'An. arabiensis de Barkedji: en estimant la taille effective de la population

sur des intervalles de temps réguliers et sur l'intervalle de temps global durant lequel

cette population a été suivie, on peut obtenir une évaluation de la taille de la population

résiduelle en saison sèche.

Différentes méthodes ont été élaborées pour estimer la taille effective des

populations à partir des fluctuations de fréquences alléliques selon le type de population

auquel on s'intéresse et le plan d'échantillonnage effectué (voir les revues publiées sur

ce sujet par Waples, 1989a ou Caballero, 1994). La migration, la mutation et la

sélection sont négligées et la population est considérée homogène (pas de subdivision

du pool de gènes) et panmictique (Nei, 1987; Waples, 1989a, 1991). Sous ces

hypothèses, la variation de fréquence allélique est attribuée à deux processus:

l'erreur introduite lors du prélèvement de l'échantillon par

l'expérimentateur (les fréquences alléliques sont estimées à partir

d'un échantillon de la population et non à partir de données obtenues

sur la totalité des individus),

les variations dues à la dérive génétique, en d'autres termes à

l'échantillonnage des allèles de la génération parentale qui seront

représentés dans la descendance.

Nei et Tajima (1981) puis Waples (1989a) ont suggéré deux manières différentes

d'estimer Ne selon la méthode d'échantillonnage utilisée: dans le premier cas (sampling

plan I), les individus sont collectés après la reproduction (ou replacés avant que la
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reproduction n'ait lieu) de telle sorte que leurs propres allèles pourront être transmis à la

génération suivante. Dans le second cas (sampling plan II) par contre, les individus sont

prélevés avant la reproduction et ne sont pas replacés; ils ne peuvent alors contribuer à

la formation de la génération suivante. En ce qui concerne les populations d'An.

arabiensis qui nous intéressent, les spécimens étudiés (50 par date) ont été prélevés au

sein d'une population a priori relativement grande, possédant un taux de fécondité élevé

et n'ont pas été relâchés après capture. Les équations relatives à la seconde méthode

d'échantillonnage (sampling plan II: individus collectés avant la reproduction) ont alors

été utilisées.

2. 2. - Formulation mathématique

Plusieurs formules ont été proposées pour déterminer la variance standardisée

des différences de fréquences alléliques, F, successivement par Krimbas et Tsakas

(1971), Nei et Tajima (1981) puis finalement Pollak (1983). Au cours de ce travail, nous

avons considéré les équations suivantes:

selon Nei et Tajima, 1981.

et

selon Pollak, 1983.

où K est le nombre d'allèles au locus considéré, Xi et Yi représentent les fréquences de

l'allèle i à la génération 0 et t respectivement.
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L'estimation de la taille effective de la population pour un intervalle de temps t

(en générations) sera alors donnée par (Krimbas et Tsakas, 1971; Nei et Tajima, 1981;

Pollak, 1983; Waples, 1989a):

t
Ne = ( 1 1 )

2 F- 280 - 28t

où t est le nombre de générations (discrètes) séparant les deux événements

d'échantillonnage, F correspond à Fe ou Fk selon la méthode utilisée, Sa et S. sont

respectivement l'effectif (en nombre d'individus) de l'échantillon observé à la

génération 0 et à la génération t. La prise en compte de ces éléments permet de corriger

l'estimation de Ne pour l'erreur d'échantillonnage due à l'expérimentateur et de ne

s'intéresser qu'à la déviation provenant de l'action de la dérive génétique (Krimbas et

Tsakas, 1971).

Pour combiner l'information générée par plusieurs loci, la moyenne pondérée de

F est utilisée (Tajima et Nei, 1984):

où les indices j font référence à chaque locus considéré. Parallèlement, la moyenne

harmonique des effectifs des échantillons testés aux deux dates est utilisée pour

remplacer Sa et S, dans l'équation précédente (Tajima et Nei, 1984; Waples, 1989a).

Waples (1989a) a étudié les propriétés statistiques de ce paramètre et a démontré

que la méthode la plus appropriée pour définir l'intervalle de confiance de cette

estimation est de calculer tout d'abord l'intervalle de confiance sur F selon la formule:

Intervalle de confiance à 95% de F = [ 2
nF

'--::-2
n
_
F
_ ]

%0.025[11] %0,975[11]

(Waples, 1989a)

où n = K-1 (nombre d'allèles indépendants observés au locus considéré).
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Pour l'estimation moyenne sur tous les loci, n = l K - 1.
j

Les valeurs de F ainsi calculées sont ensuite reportées dans la formule d'estimation de

Ne pour en déterminer les bornes supérieures et inférieures.

2. 3. - Application aux données expérimentales et commentaires

L'approche temporelle peut générer des estimations de Ne négatives, si Fest

inférieure à (1/28 0+1I28t) ce qui signifie que la variance entre fréquences alléliques

observées entre les deux bornes considérées est inférieure à celle imputable uniquement

à l'erreur d'échantillonnage. Dans ce cas, aucune indication de taille effective finie n'est

donnée et l'estimation légitime est une taille infinie (Waples, 1989a, 1991). Ce résultat

est commun pour des populations de grande taille.

Les allèles représentés en très faibles fréquences peuvent introduire des biais

dans l'estimation de Ne (Waples, 1989a). En conséquence, les allèles dont la fréquence

ne dépassait pas 2% à chaque borne de l'intervalle considéré ont été regroupés en une

seule classe (voir Lehmann et al., 1998).

Les calculs effectués prennent le nombre de générations comme unité de temps.

Nous avons considéré une valeur moyenne de 12 générations par an pour An.

arabiensis, conformément à ce qui est généralement estimé pour cette espèce (Taylor et

al., 1993; Lehmann et al., 1998). Une seconde estimation sera également donnée en ne

comptant que deux générations entre Décembre et Août, afin de prendre en compte une

possible diapause des femelles en saison sèche.

Les résultats de cette étude sont présentés en annexe 4:

SIMARD F, LEHMANN T, LEMASSON H, DIATTA M et FONTENILLE D. Persistence of An. arabiensis during
the severe dry-season conditions in West-Africa: an indirect approach using microsatellite loci. En
préparation.
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3. Application de l'approche temporelle à la population d'An.
arabiensis de Barkedji

3. 1. - Evolution du polymorphisme des loci microsatellites au cours du

temps

Les fréquences alléliques ont été déterminées pour les neuf loci microsatellite

précédemment décrits sur des échantillons de 50 à 54 individus prélevés à Barkedji, en

Août et en Décembre chaque année, de 1994 à 1997. Comme lors de l'étude précédente,

le locus 49 est resté monomorphe et n'a donc pas été pris en considération pour la suite

des analyses. L'évolution des fréquences alléliques au cours du temps est représentée

sur la Figure 6, pour chaque locus indépendamment. Les paramètres caractérisant le

taux de variabilité génétique détecté sont présentés dans le Tableau 4, pour chaque date

d'échantillonnage: nombre d'allèles par locus, hétérozygotie observée et calculée ainsi

que leurs moyennes respectives sur tous les loci pour chaque date étudiée et par locus

sur l'ensemble des dates testées.

Quelle que soit la date, aucune indication de déviation par rapport à la panmixie

n'a été observée à l'intérieur de la population d'An. arabiensis de Barkedji suggérant un

pool de gènes homogène, sans subdivision apparente. Néanmoins, suivant le locus

considéré, quelques déviations ponctuelles significatives par rapport aux proportions

d'Hardy-Weinberg ont été observées (voir Tableau 4). C'est le cas au locus 147 en Août

1995 (Fis=0,315, P<O,Ol), au locus 45C en Août 1996 (Fis=-0,098, P<0,05), au locus

26 en Décembre 1997 (Fis=0,176, P<0,05) et au locus 24D dans 3 cas (en Août 1994:

Fis=0,259, P<0,05; en Décembre 1994: Fis=0,343, P<O,Ol; et en Décembre 1997:

Fis=0,384, P<O,Ol). Alors que les déviations ponctuelles observées aux loci 147, 45C et

26 peuvent être vraisemblablement imputées aux seules fluctuations stochastiques dues

à l'échantillonnage d'un petit nombre d'individus sur la population totale, le déficit
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Figure 6: Evolution des fréquences alléliques au sein de la population d'An. arabiensis de
Barkedji pour la pér iode Août 1994 - Décembre 1997.
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Tableau 4: Suivi de la variabilité génétique de la population d'An. arabiensis à Barkedji.

Date Locus Moyenne
7 24D 147 141 26 803 45C 29C tous loci"

Août 1994
Nan 9 5 7 6 15 7 7 2 7,25
Hobs 0,604 0,481 0,667 0,519 0,833 0,660 0,537 0,167 0,558
Hexp 0,749 0,648 0,773 0,594 0,915 0,714 0,539 0,154 0,636
Fis +0,195 +0,259 +0,138 +0,128 +0,090 +0,076 +0,004 -0,082 +0,122

Décembre 1994
Nan 8 8 6 7 13 7 7 2 7,25
H obs 0,600 0,380 0,680 0,460 0,826 0,680 0,460 0,260 0,543
Hexp 0,722 0,577 0,768 0,583 0,861 0,736 0,435 0,228 0,614
Fis +0,170 +0,343 +0,115 +0,213 +0,041 +0,077 -0,057 -0,140 +0,117

Août 1995
Nall 7 6 7 7 13 7 6 2 6,87
H obs 0,680 0,560 0,520 0,420 0,841 0,660 0,520 0,300 0,563
Hexp 0,685 0,561 0,757 0,535 0,876 0,674 0,477 0,258 0,603
Fis +0,007 +0,001 +0,315 +0,216 +0,041 +0,021 -0,090 -0,167 +0,068

Décembre 1995
Nan 9 6 6 8 Il 7 6 3 7
Hobs 0,640 0,460 0,580 0,540 0,694 0,600 0,520 0,200 0,529
Hexp 0,654 0,531 0,712 0,687 0,846 0,625 0,511 0,216 0,598
Fis +0,021 +0,134 +0,186 +0,216 +0,181 +0,041 -0,018 +0,073 +0,115

Août 1996
Nan 8 5 6 8 14 7 6 2 7
H obs 0,620 0,360 0,660 0,520 0,813 0,600 0,460 0,140 0,522
Hexp 0,587 0,489 0,719 0,636 0,884 0,621 0,419 0,165 0,565
Fis -0,057 +0,265 +0,083 +0,184 +0,081 +0,035 -0,098 +0,155 +0,078

Décembre 1996
Nan 5 6 5 8 15 7 6 2 6,75
H obs 0,640 0,360 0,680 0,500 0,800 0,640 0,460 0,280 0,545
H exp 0,668 0,464 0,705 0,619 0,874 0,709 0,451 0,243 0,592
Fis +0,042 +0,226 +0,036 +0,193 +0,085 +0,098 -0,021 -0,153 +0,079

Août 1997
Nall 8 5 5 10 14 6 5 2 6,87
Hobs 0,776 0,400 0,540 0,551 0,837 0,640 0,340 0,180 0,533
Hexp 0,738 0,413 0,724 0,689 0,899 0,660 0,337 0,165 0,578
Fis -0,051 +0,033 +0,256 +0,202 +0,070 +0,031 -0,010 -0,089 +0,079

Décembre 1997
Nan 9 6 6 6 13 6 7 2 6,87
H obs 0,500 0,300 0,700 0,520 0,735 0,600 0,420 0,160 0,492
Hexp 0,573 0,485 0,754 0,630 0,890 0,624 0,423 0,149 0,566
Fis +0,128 +0,384 +0,072 +0,176 +0,176 +0,039 +0,008 -0,077 +0,132

Moyenne
toutes Nan 7,87 5,87 6 7,5 13,5 6,75 6,25 1,12 6,9
dates H obs 0,645 0,423 0,636 0,490 0,803 0,624 0,438 0,210 0,533

Hexp 0,669 0,545 0,731 0,631 0,887 0,661 0,426 0,196 0,593
Fis* +0,061 +0,211 +0,155 +0,191 +0,097 +0,054 -0,035 -0,069 +0,099

Caractères soulignés: P<0,05; gras soulignés: P<O,OI.
# valeur moyenne de Fis (estimée selon Weir et Cockerham, 1984) testée par le test combiné de Fisher
(Raymond et Rousset, 1995a).
* valeur de Fis donnée à titre indicatif et non testée statistiquement.
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significatif en hétérozygotes observé de manière récurrente au locus 24D soutient

l'hypothèse formulée précédemment concernant la présence possible d'allèles nuls à ce

locus.

L'étude du déséquilibre de liaison entre paires de loci reflète également cette

homogénéité génétique. Sur 28 tests effectués par échantillon (8x7/2), seuls les loci 26

et 147 sont apparus significativement liés dans l'échantillon prélevé en Décembre 1994

(P<O,OOI). Aucun autre déséquilibre de liaison n'a été mis en évidence (P>O,OS dans

tous les autres cas lorsque la procédure de Bonferroni est appliquée), confirmant ainsi

l'absence de structure génétique interne et l'indépendance génétique des loci

microsatellites utilisés.

La Figure 7 représente l'évolution au cours temps du nombre moyen d'allèles

par locus (Nall) et de l'hétérozygotie moyenne observée (Ho) et calculée (He) sur toute

la durée de l'étude. Ces trois paramètres apparaissent relativement stables. Le test du

signe de Wilcoxon appliqué pour chaque locus entre paires de dates consécutives n'a

pas permis de mettre en évidence de différence significative entre les échantillons

(ddl=7, P>0,07 pour l'hétérozygotie observée ou calculée, P>0,27 pour le nombre

d'allèles). Néanmoins, la diminution de l'hétérozygotie moyenne observée et calculée

entre Août 1994 (Hobs=0,SS8; Hexp=0,636) et Décembre 1997 (Hobs=0,492;

Hexp=0,S66) s'est révélée marginalement significative (ddl=7; P=O,OS dans les deux

cas). Cette légère diminution significative de l'hétérozygotie pourrait suggérer que la

population d'An. arabiensis de Barkedji soit effectivement passée par un ou plusieurs

épisodes de taille réduite entre 1994 et 1997.

Les fréquences alléliques observées à tous les loci sont très fortement corrélées

d'une date à l'autre (coefficient de corrélation de Pearson entre les fréquences de

chaque allèle à chaque locus pour deux dates consécutives compris entre 0,962 et 0,987;

61<n<64) ainsi qu'entre les deux dates bornant l'intervalle de temps total
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Figure 7: Evolution au cours du temps de trois paramètres classiques de la
génétique des populations chez An. arabiensis à Barkedji.
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(coefficient de corrélation de Pearson=0,955; n=62). En utilisant le test exact

d'homogénéité (Raymond et Rousset, 1995b), aucune variation significative dans la

répartition des fréquences alléliques sur l'ensemble des dates testées n'a pu être décelée

pour les loci 147, 141, 803, 45C et 29C (P>0,16), suggérant également une stabilité

temporelle de la variabilité génétique au sein de cette population. Des variations très

significatives ont été observées au niveau des loci 7, 24D, et 26 (P<O,OOl) impliquant

généralement l'échantillon d'Août 1994. En accord avec ces résultats, de très faibles

taux de différenciation génétique ont été observés entre les différents isolats (Tableau 5:

-0,0027<Fst<0,019 et -0,0102<Rst<0,0117). Seules huit estimations de Fst sur les 28

comparaisons effectuées se sont révélées statistiquement significatives (sur la base de

1000 permutations des génotypes entre populations), 5 d'entre elles restant

significatives au seuil de 5% lorsque la procédure de Bonferroni est appliquée. Aucune

hétérogénéité significative n'a été décelée par Rst. Une différenciation génétique très

faible mais néanmoins significative a été révélée sur l'ensemble des données par Fst

mais non par Rst (Fst=0,005, P<1O-4; Rst<O, P=0,76). Le court intervalle de temps

considéré, en relation avec les faibles valeurs estimées de Rst non significatives,

justifient l'hypothèse du rôle négligeable de la mutation dans cette étude (Slatkin,

1995). En accord avec le test d'homogénéité des fréquences alléliques, la population

d'Août 1994 est impliquée dans tous les cas où une différenciation génétique

significative a été révélée par Fst (Tableau 5).

Comme l'a souligné Waples (1989a et b, 1991), les échantillons collectés

lorsque ce type d'approche est appliquée ne sont pas indépendants. En effet, chaque

échantillon reflète en fait un certain nombre de générations de dérive génétique par

rapport à ceux qui le précèdent. La dérive génétique peut à elle seule expliquer les

résultats significatifs observés lorsque le test d'homogénéité des fréquences alléliques
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Tableau 5: Evaluation de la divergence génétique entre différents échantillons de la population d'An. arabiensis de Barkedji prélevés au cours
du temps, par Fst (sous la diagonale) et Rst (au-dessus de la diagonale).

Août 1994 Décembre 1994 Août 1995 Décembre 1995 Août 1996 Décembre1996 Août 1997 Décembre 1997

Août 1994 ****** -0,0056 -0,0093 0,0009 0,0004 0,0117 0,0012 -0,0043

Décembre1994 0,0048 ****** -0,0003 -0,0006 -0,0031 0,0074 -0,0090 -0,0102

Août 1995 0,0052 0,0017 ****** -0,0011 -0,0083 -0,0008 0,0008 -0,0070

Décembre 1995 0,0170 0,0094 0,0016 ****** -0,0010 0,0083 -0,0032 0,0017

Août 1996 0,0190 0,0090 0,0006 -0,0028 ****** -0,0017 -0,0017 -0,0032

Décembre 1996 0,0149 0,0047 -0,0013 -0,0025 -0,0027 ****** 0,0068 0,0031

Août 1997 0,0144 0,0032 0,0043 0,0046 0,0032 -0,0015 ****** -0,0056

Décembre 1997 0,0144 0,0076 0,0033 0,0031 -0,0021 0,0022 0,0023 ******

Global: Fst= 0,0052, P<10 -4; Rst= -0,0011, P=0,761.

Valeurs soulignées: P<0,05 ; Caractères gras soulignés: P<0,05 après application de la procédure de Bonferroni.



est effectué ou lors de l'estimation des indices de fixation car ces statistiques ne sont pas

corrigées pour l'appariement entre échantillons; seul l'effet d'échantillonnage (effectif

des échantillons) est pris en compte lorsque le test classique d'homogénéité est effectué

(test du Chi-deux ou test exact de Fisher, voir Raymond et Rousset, 1995b). Le

pourcentage de tests significatifs s'éloignera donc rapidement du seuil de 5% attendu

sous le seul effet du hasard lorsque les échantillons sont indépendants. De plus, nous

avons noté précédemment (Première Partie) que l'estimation de Fst était beaucoup plus

sensible que Rst aux effets de la dérive génétique. Le fait que nous n'ayons observé que

très peu de résultats significatifs en appliquant ces tests non corrigés à nos données, en

dépit des biais engendrés par cette procédure, confirme donc la stabilité de la

composition génétique de la population d'An. arabiensis de Barkedji au cours du temps.

L'ensemble de ces résultats plaide donc en faveur de la présence à Barkedji

d'une population d'An. arabiensis panmictique, très stable dans le temps et soumise à

l'action modérée de la dérive génétique ce qui contredit l'hypothèse de forts goulots

d'étranglement démographiques récurrents.

3. 2. - Taille effective de la population

Les formules décrites précédemment (Paragraphe 2) ont été appliquées aux

données concernant la population d'An. arabiensis de Barkedji. Les différentes

estimations de la taille effective des populations sur chaque intervalle de temps ainsi

que sur la durée totale du suivi (Août 1994 - Décembre 1997) sont reportées dans le

Tableau 6.

Les valeurs numériques de Ne obtenues en utilisant Fe (Nei et Tajima, 1981) ou

Fk (Pollak, 1983) pour estimer la variance standardisée des différences de fréquences
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Tableau 6: Estimations de la taille effective de la population d'An. arabiensis de Barkedji pour l'intervalle de temps Août 1994 - Décembre 1997, en
comptant 12 générations par an.

Locus
Intervalle de temps 7 24D 147 141 26 803 45C 29C Tous loci

Août 94 - Déc 94 Ne (Fk) 65 (12 - 384) 144 (17 - 00) 00(58-00) 00 (47 - 00) 123 (25 - 00) 00 (29 -00) 00(24 - 00) 506 (1 - 00) 209 (79 - 2317)

Ne (Fc) 71 (12 - 469) 133 (16 - 00) 00 (59 - 00) 00(59-00) 125 (26 - 00) 00 (31 - 00) 00(21 - 00) 523 (1 - 00) 228 (83 - 6230)

Déc 94 - Août 95 Ne (Fk) 816(59-00) 00 (75 - 00) 00 (59 - 00) 269 (32 - 00) 513(62-00) 00(130-00) 993 (41 - 00) 00 (1 - 00) 1198 (249 - 00)
Ne (Fc) 676 (56 - 00) 00 (83 - 00) 00 (55 - 00) 322 (35 - 00) 556 (64 - 00) 00 (104 - 00) 2114 (46 - 00) 00(1-00) 1571 (270 - 00)

Août 95 - Déc 95 Ne (Fk) 1032 (36 - 00) 00 (55 - 00) 191 (16 - 00) 79(12-00) 182(30-00) 00 (38 - 00) 00 (87 - 00) 00 (3 - 00) 401 (107 - 00)
Ne (Fc) 2557 (40 - 00) 00 (56 - 00) 209 (16 - 00) 68 (11 - 1264) 214 (32 - 00) 00 (38 - 00) 00(105- 00) 00(4-00) 472 (114 - 00)

Déc 95 - Août 96 Ne (Fk) 00(141 - 00) 3453 (37 - 00) 00(106 - 00) 988 (59 - 00) 1670 (95 - 00) 00 ( 116 - 00) 441 (33 - 00) 00 (9 - 00) 00(414 - 00)
Ne (Fc) 00(144 - 00) 00(42-00) 00(122-00) 1657 (64 - 00) 1677 (95 - 00) 00(125 - 00) 546 (36 - 00) 00(9 - 00) 00(497 - 00)

Août 96 - Déc96 Ne (Fk) 197 (19 - 00) 120 (13 - 00) 18333 (20 - 00) 00(59 - 00) 00(75 - 00) 00(35 - 00) 172(15- 00) 438 (1 - 00) 634 (127 - 00)
Ne (Fc) 208 (19 - 00) 166 (15 - 00) 00(24 - 00) 00 (70 - 00) 00(77 - 00) 00(34 - 00) 244 (17 - 00) 453 (1 - 00) 1148 (148 - 00)

Déc 96 - Août 97 Ne (Fk) 508(45-00) 00 (40 - 00) 426 (23 - 00) 00 (89 - 00) 682 (79 - 00) 220 (23 - 00) 609 (26 - 00) 767 (1 - 00) 693 (182 - 00)
Ne (Fc) 604 (49 - 00) 00 (87 - 00) 683 (27 - 00) 00 (87 - 00) 734 (80 - 00) 282 (25 - 00) 546 (25 - 00) 793 (1 - 00) 921 (203 - 00)

Août 97 - Déc 97 Ne (Fk) 248 (28 - 00) 490 (19 - 00) 00(49- 00) 735 (21 - 00) 269 (47 - 00) 00 (52 - 00) 1545 (23 - 00) 00(2-00) 654 ( 145 - 00)
Ne (Fc) 173 (23 - 00) 1075 (22 - 00) 00 (52 - 00) 1970 (23 - 00) 279 (47 - 00) 00 (57 - 00) 2243 (23 - 00) 00 (2 - 00) 760 (152 - 00)

Août 94 - Déc 97 Ne (Fk) 456 (88 - 1828) 530 (62 - 6794) 00(601 - 00) 1879 (159 - 00) 1127 (259 - 209632) 930 (204 - 00) 4758 (1457 - 00) 00(198 - 00) 1000 (479 - 2465)
Ne (Fc) 443 (85 - 1735) 458 (56 - 3796) 00(416 - 00) 2089 (166 - 00) 1225 (272 - 00) 1057 (120 - 00) 3417 (195 - 00) 00 (198 - 00) 1019 (486 - 2547)

Août 94 - Déc 97* Ne (Fk) 263 (51-1051) 305 (36 - 3907) 00(1 - 00) 1080 (91 - 00) 648 (149-120539) 535 (117 - 00) 2736 (843 - 00) 00 (114 - 00) 575 (275 - 1417)
Ne (Fc) 255(49-997) 263 (32 - 2183) 00 (239 - 00) 1201 (95 - 00) 704 (157 - 00) 608 (69 - 00) 1965 (112 - 00) 00 (114 - 00) 586 (279 - 1464)

Ne (Fk): Estimation de Ne basée sur Fk (Pollak, 1983).
Ne (Fe): Estimation de Ne basée sur Fe (Nei et Tajima, 1981).

00 : infini.
.........

Les intervalles de confiance à 95% des valeurs estimées sont donnés entre parenthèses (calculés selon Wap1es, 1989a).N
.........

* Ne estimée en comptant seulement deux générations en saison sèche (intervalles Décembre - Août).



alléliques sont très similaires, conformément à ce qui est théoriquement attendu (Pollak,

1983; Waples, 1989a) et généralement observé empiriquement (Taylor et al., 1993;

Miller et Kapuscinski 1997; Lehmann et al., 1998). Quelques différences de l'ordre

d'un rapport de 2 à 3 ont tout de même été observées ponctuellement (par exemple au

locus 141 sur l'intervalle Août-Décembre 1997) mais dans aucun des cas les estimations

de Ne fournies par l'une ou l'autre des méthodes ne sont incompatibles (en dehors de

l'intervalle de confiance à 95%). Aucune des deux méthodes ne produit des estimations

de Ne systématiquement plus faibles ou plus fortes que l'autre.

De très nombreuses estimations de Ne basées sur un seul locus sont infinies,

même lorsque l'intervalle de temps total est considéré (loci 29C et 147). Ces résultats ne

sont pas surprenants au vu des faibles variations de fréquences alléliques observées, qui

peuvent être totalement imputées à l'erreur d'échantillonnage due à la collecte des

spécimens utilisés pour l'analyse génétique (Waples, 1989a). Dans la très grande

majorité des cas, les intervalles de confiance à 95% ne sont pas bornés vers le haut.

Lorsque l'information est combinée sur les huit loci (moyenne des F pondérée par le

nombre d'allèles indépendants observés sur l'échantillon), les estimations de Ne pour

chaque intervalle de temps varient sensiblement et tous les intervalles de confiance à

95% restent ouverts sur des valeurs infinies, à l'exception de l'intervalle Août

Décembre 1994. En conséquence du recouvrement important des intervalles de

confiance, aucune comparaison n'a pu être effectuée entre les différentes estimations de

Ne en saison sèche ou en saison des pluies. Les valeurs de Ne obtenues varient de 209 à

l'infini, selon l'intervalle de temps considéré et la méthode d'estimation utilisée. Ces

variations sont en accord avec les intervalles de confiance très larges obtenus. Aucune

indication de taille effective réduite en saison sèche (intervalles Décembre-Août) n'est

apparente à ce niveau de l'analyse. Il est intéressant de noter que la seule estimation de
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Ne infinie qui subsiste à ce niveau est observée pour l'intervalle Décembre 1995 - Août

1996 qui encadre la saison sèche particulière lors de laquelle les gîtes larvaires sont

restés en eau jusqu'en Février.

Lorsque l'intervalle de temps total est considéré, les estimations de la taille

effective des populations obtenues en utilisant Fe ou Fk sont tout à fait comparables et

les intervalles de confiance sont bien définis dans les deux cas et sensiblement

identiques. Lorsqu'une valeur moyenne de 12 générations par an est considérée, les

estimations de Ne obtenues par les deux méthodes sont Ne=1000E [479; 2465] et

Ne=1019E [486; 2547] à partir de Fk et Fe respectivement. Ces valeurs qui reflètent la

taille minimale de la population atteinte au cours de l'intervalle de temps considéré (4

saisons des pluies séparées par 3 saisons sèches) restent conséquentes.

Si les individus sont effectivement maintenus sur le site de Barkedji durant la

saison sèche, l'absence de gîtes larvaires disponibles dans cette région sous-entend que

les femelles persistent dans un état physiologique particulier qui ne permet pas

l' oviposition (Omer et Cloudsley-Thompson, 1968, 1970). Nos estimations du nombre

de générations doivent alors être modifiées en conséquence. Afin de prendre en compte

ces données écologiques, nous avons recalculé les valeurs de Ne en ne comptant que

deux générations en saison sèche (au lieu de 8 précédemment supposées en prenant une

valeur constante sur l'année). Le nombre total de générations estimées pour l'intervalle

Août 1994 - Décembre 1997 passe alors de 40 à 23 et les estimations de Ne obtenues

sont réduites dans les mêmes proportions (le nombre de générations t étant seul au

numérateur de l'équation permettant d'estimer Ne). Dans ces conditions, les valeurs

obtenues restent élevées, Ne=575E [275; 1417] et Ne=586E [279; 1464] à partir de Fk

et Fe respectivement, suggérant une population résiduelle relativement importante.
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En conclusion, les résultats de l'analyse temporelle du polymorphisme des

marqueurs micro satellites suggèrent que la taille effective de la population d'An.

arabiensis de Barkedji ne descend pas en dessous d'un seuil de plusieurs centaines voir

quelques milliers d'individus en saison sèche, malgré d'importantes fluctuations de la

densité de moustiques actifs au cours de l'année.

3.3. - Implications sur la biologie d'An. arabiensis en zone sahélienne

Plusieurs résultats importants découlent de l'analyse de la population d'An.

arabiensis de Barkedji:

la panmixie est respectée quelle que soit la date d'échantillonnage et

aucune structure génétique interne n'a été mise en évidence,

le taux de variabilité génétique est important (hétérozygotie moyenne

et nombre d'allèles par locus élevés et comparables quelque soit la

date testée) , suggérant une population de grande taille,

la stabilité des fréquences alléliques au cours du temps se traduit par

des estimations de taille effective élevées avec des intervalles de

confiance à 95% le plus souvent non bornés vers le haut lorsque les

périodes considérées englobent alternativement la saison des pluies

(fortes densités) ou la saison sèche (très faibles densités),

la taille effective de la population estimée sur l'intervalle de temps

entier, englobant 4 saisons des pluies et 3 saisons sèches reste

substantielle (plusieurs centaines à quelques milliers d'individus).

En conséquence, il apparaît que la population d'An. arabiensis de Barkedji ne

soit pas soumise à des phénomènes récurrents de goulots d'étranglement

démographiques d'une amplitude aussi importante que les données écologiques
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pourraient le laisser penser. Nos résultats sont en parfait accord avec les estimations de

Ne obtenues lors d'une étude précédente basée sur les variations temporelles des

fréquences d'inversions chromosomiques chez An. arabiensis en Afrique de l'Ouest

(Taylor et al., 1993).

Pour réconcilier les paramètres «importante taille effective de la population» et

«très faibles densités en saison sèche», nous devons faire appel aux notions de capacité

d'estivation et de dispersion chez cette espèce.

3. 3. 1. - L'estivation

Les données concernant la capacité d'estivation chez les anophèles du complexe

An. gambiae ont été décrites précédemment et mettent enjeu un mécanisme de diapause

ou «dissociation gonotrophique», qui permet aux femelles de subsister lorsque les

conditions climatiques deviennent très défavorables et qu'aucun gîte larvaire n'est

disponible. Cet état physiologique particulier a été mis en évidence au Soudan par Omer

et Cloudsley-Thompson (1968, 1970). Ce mécanisme a été également soupçonné par

d'autres auteurs dans des régions aux caractéristiques climatiques similaires mais les

observations sont plus nuancées (Holstein, 1954, au Burkina Faso; Coosemans et al.,

1989 au Burundi). Lors d'expériences de laboratoire reproduisant les conditions

observées en saison sèche, Holstein (1954) a montré que des femelles pouvaient

survivre plus de 150 jours dans des conditions arides en ne pondant que deux à trois

fois. Privées de source de nourriture (sucre ou sang), certaines femelles sont également

capables de survivre jusqu'à 70 jours, probablement grâce aux ressources trouvées dans

leurs propres œufs. Toutes ces données sur la biologie des anophèles du complexe An.

gambiae en conditions extrêmes suggèrent que ces moustiques sont capables de survivre
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à la saison sèche sahélienne. Des investigations très poussées à Barkedji lors des mois

d'Avril 1996 et Avril 1997 nous ont effectivement permis de collecter quelques

spécimens d'An. arabiensis (12 et 13 respectivement, collectés sur 24 hommes-nuits,

voir annexe 3) à la recherche d'un repas de sang alors qu'aucun moustique n'a été

observé dans les chambres (après pulvérisation d'insecticide) ni dans les gîtes de repos

naturels potentiels que nous ayons prospecté (terriers, termitières, cases inhabitées,

silos, ... ). Aucun spécimen mâle, ni An. gambiae s.s. n'a été trouvé. A cette période de

l'année, les températures dépassent fréquemment les 40°C et l'hygrométrie descend

sous la barre des 20% d'humidité relative. Aucun gîte larvaire n'est disponible à

Barkedji ni dans la savane environnante, les rares collections d'eau accessibles étant les

canaris utilisés par les populations locales pour l'eau de consommation qui sont

quotidiennement remplis et utilisés (aucune larve de Culicidae n'y a été observée) et de

rares puits très dispersés qui sont également soumis à une agitation constante. Cette

observation écologique pourrait soutenir l'hypothèse du maintien des populations

locales par le biais de femelles en estivation. En effet, sous cette hypothèse (en ne

comptant que deux générations en saison sèche) nous avons estimé que la taille

effective de la population d'An. arabiensis de Barkedji était de 580 individus (entre 275

et 1500 individus). Comme nous l'avons précédemment remarqué, cette estimation doit

être proche du minimum atteint au cours de l'intervalle Août 1994 - Décembre 1997,

vraisemblablement en saison sèche (à titre de comparaison, il nous est arrivé de

collecter plus de 500 anophèles gorgés dans une seule chambre en saison des pluies à

Barkedji). Etant donné la profusion de gîtes potentiels de repos que l'on peut trouver

dans cette zone (maisons, troncs d'arbres creux, buses...), un tel nombre de moustiques

en estivation en saison sèche n'est pas inconcevable et la population de Barkedji

pourrait effectivement être maintenue par ce biais. Bien que nos prospections de ce
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genre de gîtes n'aient pas permis la mise en évidence de spécimens en estivation, nous

avons pu collecter un petit nombre de moustiques agressifs pour 1'homme en pleine

saison sèche ce qui constitue une preuve directe de la présence continue au cours de

l'année d'An. arabiensis à Barkedji.

3. 3. 2. - La dispersion des individus

Les données écologiques et génétiques accumulées sur An. arabiensis plaident

en faveur d'un taux de dispersion élevé chez cette espèce. Mis à part les zones de forêt

équatoriale où seul An. gambiae est présent, An. arabiensis est ubiquitaire sur le

continent Africain, de la bordure sud du Sahara jusqu'en Afrique du Sud, avec une

répartition longitudinale ininterrompue (Gillies et de Meillon, 1968; Gillies et Coetzee,

1987, voir Figure 1). On le trouve également dans les zones d'altitude restrictives à

l'établissement des populations d'An. gambiae en Afrique de l'Est ou à Madagascar

(Mosha et Subra, 1982; Ralisoa Randrianasolo et Coluzzi, 1987; voir première partie).

An. arabiensis est anthropophile préférentiel mais peut facilement se nourrir

alternativement sur d'autres hôtes vertébrés ce qui le rend beaucoup moins dépendant

de la présence humaine que son espèce jumelle. Il a en effet été trouvé dans des zones

totalement sauvages où les populations humaines sont absentes ou très transitoires: c'est

le cas du Parc National Kruger en Afrique du Sud (Braack et al., 1994) ou de la vallée

du Rift au Kenya (L. Kamau, communication personnelle). Ce complexe géographique

aride très faiblement peuplé a pourtant été décrit comme une barrière aux flux de gènes

chez An. gambiae (McLain et al., 1989; Kamau et al., 1998a; Lehmann et al., en

préparation). Les études indirectes basées sur la cytogénétique (Coluzzi et al., 1979,

1985), le polymorphisme des marqueurs isoenzyme (Smits et al., 1996) ou de l'ADN

mitochondrial (Besansky et al., 1997) n'ont pas permis de déceler de structure
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génétique forte à l'intérieur ou entre populations d'An. arabiensis, contrairement à ce

qui est observé chez An. gambiae, suggérant des flux de gènes importants qui relient les

populations locales. Les expériences de marquage-recapture réalisées en saison des

pluies s'accordent généralement pour estimer que le taux de dispersion des membres du

complexe An. gambiae est fortement corrélé à la disponibilité locale en hôtes et en gîtes

larvaires, à la géographie du terrain et à la densité de la population (Service, 1993;

Costantini et al., 1996; Touré et al., 1998). Dans ces conditions, il est impossible

d'extrapoler à l'ensemble de l'espèce les résultats obtenus dans certaines localités à des

dates bien précises. Néanmoins, il apparaît clairement que la présence de nombreux

gîtes larvaires et d'hôtes potentiels va favoriser un comportement sédentaire. A

l'inverse, un environnement ouvert tel que celui rencontré dans les zones de savane

sahélienne, associé à la raréfaction des gîtes larvaires et des troupeaux généralement

déplacés vers des zones plus humides (voir annexe 3) pourrait favoriser une dispersion

sur une échelle plus vaste. Dans ces conditions, la taille effective de la population reste

large en saison sèche bien que les densités locales soient extrêmement faibles, les

individus étant répartis sur une surface géographique importante. Dès lors, une forte

structure génétique à l'échelle microgéographique, caractéristique des métapopulations

est improbable. Nous avons testé cette hypothèse en comparant la population d'An.

arabiensis de Barkedji à une population prélevée dans un autre village du Sénégal.

4. Structure génétique d'An. arabiensis au Sénégal

Afin d'estimer le degré de différenciation génétique des populations d'An.

arabiensis sur une échelle géographique réduite, nous avons comparé la population de
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Figure 8: Localisation géographique du village de Dielmo, 250 km au Sud-Ouest de Barkedji.
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Barkedji prélevée en Août 1996 à une population collectée à la même date dans un autre

village du Sénégal, Die1mo, localisé à 250 km au sud-ouest de Barkedji, à la frontière

Nord avec la Gambie (voir Figure 8). Dielmo est situé sur la rive d'une petite rivière

pérenne, la Néma, qui fournit des gîtes larvaires tout au long de l'année aux trois

espèces de vecteurs présents: An. gambiae, An. arabiensis et An. funestus. Par

conséquent, bien que des fluctuations saisonnières de la densité des populations soient

également observées à Die1mo, elles sont nettement plus limitées qu'à Barkedji. La

biologie de la reproduction d'An. arabiensis fonctionne toute l'année selon la

succession de cycles gonotrophiques classiques (Fontenille et al., 1997).

Le polymorphisme génétique observé sur les huit loci polymorphes à Dielmo est

comparable aux résultats obtenus pour la population de Barkedji (nombre moyen

d'allèles par locus=7,25; hétérozygotie moyenne observée=0,515; hétérozygotie

moyenne calculée=0,608; Tableau 7). Une forte déviation par rapport aux proportions

d'Hardy-Weinberg a été observée aux loci 24D et 141, confirmant la présence possible

d'allèles nuls au locus 24D. Aucun déséquilibre de liaison significatif entre paires de

loci n'a été révélé à l'intérieur de la population.

Une différenciation génétique très faible mais néanmoins significative a été

révélée entre ces deux populations par Fst mais pas par Rst (Fst=0,012, P=O,013;

Rst=0,009, P=0,2; Tableau 8). Ce très faible taux de différenciation se traduit par des

estimations de l'index de migration nettement supérieures à 1 (Nm=21,4 et Nm=28,1

dérivé des estimations de Fst et de Rst respectivement, voir Tableau 8) suggérant que

ces deux populations soient reliées par un très fort taux de flux géniques.

Le profil observé soutient l'hypothèse de populations larges, réparties de façon

continue dans l'espace, plus compatible avec un modèle démographique de voisinage

(isolement par la distance) qu'avec un modèle en îles ou de stepping stone qui
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Analyse de la structure génétique chez An. arabiensis au Sénégal

Tableau 7: Variabilité génétique intra-population.

Barkedji Dielmo
Locus Nall Ho He Fis Nall Ho He Fis

7 8 0,620 0,587 -0,057 8 0,653 0,692 0,057
24D 5 0,360 0,489 0,265 7 0,388 0,587 0,342
147 6 0,660 0,719 0,083 6 0,563 0,739 0,241
141 8 0,520 0,636 0,184 6 0,469 0,646 0,276
26 14 0,813 0,884 0,081 15 0,783 0,856 0,087
803 7 0,600 0,621 0,035 8 0,673 0,774 0,131
45C 6 0,460 0,419 -0,098 6 0,429 0,419 -0,022
29C 2 0,140 0,165 0,155 2 0,163 0,151 -0,079

Tous loci 7 0,522 0,565 0,078 7,25 0,515 0,608 0,155

Nall: Nombre d'allèles par locus; Ho: hétérozygotie observée; He: hétérozygotie calculée.
Valeurs soulignées P<0,05; caractères gras soulignés P<O,Ol.

Tableau 8: Différenciation génétique entre les populations d'An. arabiensis de Barkedji
et de Dielmo.

Locus Fst P Nm Rst P Nm

7 0,005 0,47 51 -0,005 0,61 »1
24D 0,029 0,14 8,4 -0,004 0,59 »1
147 -0,007 0,93 »1 -0,010 0,99 »1
141 0,018 0,18 13,5 0,056 0,054 4,2
26 0,002 0,69 126 0,004 0,38 58

803 0,022 0,16 11,2 0,007 0,30 36
45C 0,009 0,31 26,1 0,013 0,27 19,5
29C -0,010 0,87 »1 -0,010 0,85 »1

Tous loci 0,012 0,013 21,4 0,009 0,20 28,1

P: Signification statistique après permutation des génotypes entre populations.
Valeur soulignée P<0,05.
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considèrent des populations locales isolées géographiquement. Le fait que nous n'ayons

testé que deux populations ne nous permet cependant pas de pousser plus avant cette

analyse. Une analyse plus fine de la structure des populations du complexe An. gambiae

au Sénégal est actuellement en cours au laboratoire.

5. Conclusion

5. 1. - Fiabilité de l'estimation de Ne

Il nous paraît judicieux à ce niveau de revenir sur les hypothèses de base du

modèle (recensées par Waples 1989a, 1991) afin de vérifier dans quelles mesures ces

conditions peuvent être respectées dans notre étude et de souligner les biais

éventuellement introduits. Ces différents points sont:

- L'échantillonnage aléatoire et homogène de toute la population

Cette condition semble remplie dans notre cas car aucune indication de déviation

par rapport à la panmixie n'a été révélée dans la population de Barkedji, par le test de

Hardy-Weinberg ou le test du déséquilibre de liaison entre paires de loci. Aucune

structure génétique interne n'a été détectée quelque soit la date de collecte.

- Des générations discrètes

Si l'on considère le fort taux de croissance de la population en début de saison

des pluies, cette condition a de grandes chances de ne pas être vérifiée. Néanmoins la

méthode temporelle est relativement robuste par rapport à cette condition et les biais

introduits sont négligeables si l'intervalle de temps considéré dépasse une génération

(Waples, 1989a; Jorde et Ryman, 1996). De plus, si cette condition ne tient pas,
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l'estimation de Ne obtenue sera biaisée vers le bas, ce qui confirme nos conclusions

d'absence de minima extrêmes.

Un biais important peut par contre être lié à l'estimation incorrecte du nombre de

générations t couvertes par l'intervalle de temps étudié. En effet, comme nous l'avons

vu, t est seul au numérateur de la fraction permettant de déterminer Ne. Les variations

sur l'estimation de Ne sont donc directement proportionnelles à la valeur de t qui ne

peut être qu'estimé approximativement pour des populations en conditions naturelles.

Le nombre de générations que nous avons estimé pour déterminer Ne (12 générations

par an) est vraisemblablement la limite minimale de ce qui peut être observé dans cette

région. En effet, dans des conditions optimales, en insectarium, un cycle complet de

développement chez An. arabiensis peut être réalisé en 16 jours. Dans ce cas également,

l'estimation de Ne présentée sera biaisée vers le bas, la taille effective réelle des

population étant certainement supérieure.

- La neutralité des marqueurs

Comme nous l'avons dit en introduction, les marqueurs microsatellites sont

généralement considérés comme neutres bien qu'ils soient soumis à différentes formes

de contraintes dont l'influence reste encore mal connue. Néanmoins, l'existence d'une

force de sélection constante n'aura que peu d'effet sur l'estimation de Ne résultant de

l'analyse temporelle si t/Ne est faible (Pollak, 1983) car les variations de fréquences

alléliques resteront imputables essentiellement à la dérive génétique et résulteront alors

de fluctuations stochastiques autour de la valeur d'équilibre. De plus, l'influence de la

sélection naturelle ne saurait toucher dans les mêmes proportions tous les loci étudiés.

- L'absence de migration

D'après nos résultats suggérant des flux de gènes importants entre Barkedji et

Dielmo, cette condition est de toute évidence violée. L'estimation de Ne peut être
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biaisée si des migrants provenant de sous-populations adjacentes où les fréquences

alléliques sont différentes se sont établis au cours de l'intervalle de temps considéré car

les variations décelées ne seront plus exclusivement dues à la dérive génétique. Dans

notre cas, l'influence de la migration doit être limitée étant donné la grande similarité

des fréquences alléliques observées entre les populations de Dielmo et de Barkedji,

distantes de 250 km.

- L'absence de mutation

Il est raisonnable d'estimer que l'influence de la mutation est négligeable étant

donné le faible intervalle de temps considéré (40 mois), même si l'on considère des loci

avec un taux de mutation élevé tels que les microsatellites (Pollak, 1983; Waples,

1989a; Slatkin, 1995). De plus, les estimations de Rst obtenues lors des comparaisons

des différents échantillons sont toujours négligeables et non significatives.

En conséquence, les estimations de la taille effective de la population de

Barkedji que nous avons obtenues lors de cette étude peuvent être considérées comme

une indication relativement fiable de la taille minimale atteinte en saison sèche. Il

convient toutefois de rester prudent quant à l'estimation précise du nombre d'individus

constituant la population résiduelle en saison sèche. Conformément aux résultats

obtenus par Taylor et al. (1993) notre étude soutient que les populations d'An.

arabiensis d'Afrique de l'Ouest soient maintenues lors de la saison sèche à des effectifs

non négligeables impliquant plusieurs centaines à quelques milliers d'individus. La

concordance entre ces estimations fournies par des marqueurs moléculaires différents

est également un argument en faveur de la fiabilité des résultats obtenus.
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5. 2. - Conclusion générale

L'analyse de la variation temporelle du polymorphisme des marqueurs

microsatellites au sein de la population d'An. arabiensis de Barkedji suggère la présence

permanente des vecteurs sur le site malgré de très fortes fluctuations saisonnières de la

densité de population. Le dème, large et dense en saison des pluies reste conséquent en

saison sèche, les individus étant vraisemblablement dispersés sur une surface

géographique importante. Nos données génétiques et écologiques (indirectes et directes)

semblent favoriser l'hypothèse d'estivation des femelles comme mécanisme permettant

la survie de la population en saison sèche. Alternativement, étant donné le potentiel de

dispersion des individus et la nature ouverte du terrain, les populations pourraient être

maintenues par l'intermédiaire d'individus tirant profit de quelques rares points d'eau

encore disponibles en saison sèche mais de tels gîtes n'ont pas été trouvés dans la zone

étudiée. L'hypothèse d'extinction de la population en saison sèche et de recolonisation

annuelle des gîtes temporaires n'est pas soutenue par nos données. Les populations

séparées par plus de 200 km sont très peu différenciées génétiquement ce qui soutient

l'hypothèse de dèmes larges aux frontières géographiques imprécises, interconnectés

par des flux de gènes importants reflétant une forte capacité de dispersion des individus.

Ces considérations doivent être prises en compte pour parvenir à un contrôle

optimal des populations d'An. arabiensis. En effet, il apparaît très improbable que des

protocoles de lutte basés sur des traitements majoritairement intra-domiciliaires et

centrés sur des zones géographiques limitées (à l'échelle du village ou d'une

agglomération) permettent une action efficace à long terme sur les populations d'An.

arabiensis. La présence toujours menaçante d'An. arabiensis à La Réunion et à Maurice

en dépit d'une stratégie de lutte menée dans des conditions optimisées (voir première

partie) témoigne de la nécessité de maintenir un suivi minutieux et régulier des sites
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traités pour parvenir au contrôle de la transmission du paludisme par ce vecteur. De

plus, la nature temporaire des gîtes larvaires exploités par cette espèce, la diversité et

l'ubiquité des gîtes de repos (et d'estivation) extérieurs sont autant d'entraves à un

traitement optimal par les moyens dont nous disposons actuellement. La capacité de ces

vecteurs à survivre sans être étroitement associés aux populations humaines leur fournit

un excellent moyen de contourner les tentatives d'éradication menées jusqu'à présent,

en trouvant refuge dans des zones sauvages non traitées ou en adoptant un

comportement alternatif limitant leur exposition aux insecticides. Nous pouvons citer

pour exemple le «changement de comportement des vecteurs» noté à Madagascar suite

aux campagnes de lutte des années 50 (Chauvet et al., 1964; Chauvet et Rajaonarivelo,

1973; Ralisoa Randrianasolo et Coluzzi, 1987; Mouchet et al., 1997) qui reflète plus

certainement l'élimination d'An. gambiae et la sélection d'une population d'An.

arabiensis au comportement plus exophile et zoophile.

Le taux de flux géniques important reliant des populations éloignées

géographiquement est également un élément dont l'influence est primordiale en termes

de gestion des campagnes de lutte. La dispersion des gènes de résistance aux

insecticides est alors à craindre mais, parallèlement, le libre échange des gènes peut

apparaître comme un avantage pour l'application de nouvelles stratégies de lutte basées

sur l'utilisation d'individus génétiquement modifiés. Indépendamment d'autres facteurs

limitant d'ordre pratiques (moléculaires) ou éthiques liés à la mise en œuvre de ces

nouvelles technologies (Crampton et al., 1992; Ashburner et al., 1998), ces méthodes de

contrôle indirectes reposant sur la diffusion de transgènes à l'intérieur des populations

naturelles pourraient apparaître comme le moyen privilégié permettant un contrôle

effectif des populations d'An. arabiensis.
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TROISIEME PARTIE

Etude de la différenciation génétique entre

les formes chromosomiques Mopti et Savane

chez Anopheles gambiae s.s,
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L'étude présentée dans cette troisième partie concerne exclusivement le taxon

nominal An. gambiae s.s.. Comme nous l'avons vu précédemment, une structure

génétique très hétérogène a été révélée au sein de cette espèce par l'analyse du

polymorphisme des inversions paracentriques observées sur les chromosomes

polytènes. Alors que chez An. arabiensis, ce système apparaît généralement en équilibre

d'Hardy-Weinberg, une image beaucoup plus contrastée ressort des études menées sur

An. gambiae (Coluzzi et al., 1979; Coluzzi, 1984). Nous allons brièvement rappeler,

dans un chapitre introductif les bases de cette hétérogénéité et présenter de nouveaux

arguments ayant motivé notre investigation.

1. Introduction

1. 1. - Compléments sur les études cytogénétiques

En Afrique de l'Ouest, l'observation au sein de populations naturelles d'An.

gambiae s.s. de forts déficits voire de l'absence complète de certains hétérozygotes

impliquant des arrangements chromosomiques particuliers localisés notamment sur le

chromosome 2 (bras R et L) ont conduit à la désignation de 5 formes, ou cytotypes

différents correspondant à des unités de croisement a priori panmictiques (Touré et al.,

1983; Coluzzi et al., 1985). La forme Forêt, adaptée aux zones de forêt tropicale ou de

savane humide présente majoritairement l'arrangement standard 2R+-2L+. La forte

fréquence de l'inversion 2Rd dans les zones côtières est caractéristique de la forme

Bissau. Dans les zones de savanes plus arides, trois formes peuvent être rencontrées:

Savane, Mopti et Bamako. Ces trois formes présentent en forte fréquence l'arrangement

2La et se différencient par un polymorphisme important sur le bras 2R. Néanmoins, les

caryotypes standards 2R+ et 2L+ sont également observés mais en très faible fréquence.
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Tous ces arrangements sont donc polymorphes chez ces trois formes. La forme Savane,

caractérisée par l'inversion 2Rb, présente une très vaste répartition géographique sur

toute la ceinture de savanes sahéliennes et soudaniennes, au Sud du Sahara. C'est

apparemment la seule forme chromosomique présente dans les savanes d'Afrique de

l'Est. Tous les spécimens An. gambiae collectés à l'Est de la vallée du Rift

appartiennent au cytotype Savane. Les formes Mopti et Bamako, caractérisées par les

inversions 2Rbc/u et 2Rj respectivement, sont beaucoup plus localisées (Mali, Burkina

Faso, Côte d'Ivoire et Guinée Conakry) et apparaissent souvent en sympatrie avec la

forme Savane. La distribution spatiale et temporelle des différents arrangements

polymorphes à l'intérieur de ces formes chromosomiques a été mise en relation avec

certains paramètres environnementaux, notamment le degré d'aridité, et il est

maintenant établi que ces inversions jouent effectivement un rôle non négligeable dans

la capacité d'adaptation des individus à un environnement particulier (Coluzzi et al.,

1979, 1985; Bryan et al., 1982; Touré et al., 1983, 1998). A titre d'exemple, l'inversion

2La, fixée chez An. arabiensis et polymorphe chez An. gambiae semble associée à la

capacité de coloniser un habitat relativement aride (Coluzzi et al., 1985). Il en est de

même pour l'inversion 2Rbc chez Mopti dont la fréquence au sein de populations du

Mali varie énormément et très rapidement en fonction des conditions écologiques du

milieu, jusqu'à fixation en saison sèche dans les zones les plus arides (Touré et al.,

1998).

Dans les zones de sympatrie, les formes Savane, Bamako et Mopti apparaissent

reproductivement isolées. Toutefois, cet isolement génétique semble incomplet. En

effet, seuls les hétérocaryotypes correspondant aux hybrides Mopti-Bamako n'ont

jamais été observés alors que des hybrides naturels Mopti-Savane ont été reportés dans

plusieurs études (Coluzzi et al., 1985; Robert et al., 1989; Lanzaro et al., 1998).

Pourtant, toutes ces formes sont parfaitement interfécondes au laboratoire et les
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hybrides obtenus, parfaitement viables et fertiles, sont porteurs des hétérocaryotypes

rarement ou jamais observés dans la nature ce qui suggère l'absence de barrière post

copulatoire (Di Deco et al., 1980; Persiani et al., 1984; Favia et al., 1997). L'hypothèse

d'une forte barrière pré-copulatoire, probablement d'ordre comportemental est alors la

plus vraisemblable (Coluzzi et al., 1985). Récemment, la mise au point d'un test

diagnostique basé sur l'amplification spécifique par PCR d'un fragment d'ADN

ribosomique localisé sur le chromosome X et de son hydrolyse par certains enzymes de

restriction (PCR-RFLP) a montré que la plupart de ces hybrides observés sur le terrain

peuvent être rattachés à l'une ou l'autre des formes parentales (Favia et al., 1997). Les

hybrides obtenus en insectarium présentent quant à eux les caractéristiques des deux

parents. Cette nouvelle approche suggère que l'analyse cytogénétique surestime

probablement la fréquence des croisements entre Mopti et Savane et soutient

l'hypothèse de spéciation et d'isolement génétique entre les différentes formes

chromosomiques, en conformité avec ce que l'on attend d'espèces différentes.

1. 2. - Nouvelles données et présentation de l'étude

Un argument supplémentaire confortant cette hypothèse de spéciation a très

récemment été rapporté par Chandre et al. (l999a) lors d'une étude la prévalence de la

mutation kdr (Knock Down Resistance) chez An. gambiae menée à l'échelle du

continent Africain.

La mutation kdr confère aux insectes qui en sont porteurs une résistance croisée

aux pyréthrinoides et au DDT, par modification de leur cible commune, le canal sodium

voltage dépendant (Pauron et al., 1989; Williamson et al., 1996). Cette mutation a

récemment été identifiée chez An. gambiae et un test PCR basé sur l'amplification

spécifique des allèles sensible et résistant (muté) a été mis au point (Martinez-Torres et
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al., 1998). Elle est autosomale mais sa localisation cytologique précise est encore

inconnue.

Au cours de leurs investigations, Chandre et al. (1999a) ont remarqué un fort

déficit, et dans certains cas l'absence complète d'hétérozygotes pour l'allèle kdr, en

présence d'homozygotes sensibles et résistants dans certaines zones de savane de Côte

d'Ivoire et du Burkina Faso où les formes Mopti et Savane sont sympatriques.

L'identification des spécimens par le test PCR-RFLP (Favia et al., 1997) a révélé que

seuls les individus Savane étaient porteurs de l'allèle muté, l'absence d'hétérozygotes

dans certaines localités résultant alors de la coexistence d'une population Savane

homozygote pour l'allèle muté résistant et d'une population Mopti homozygote

sensible. Sur un total de 18 localités prospectées, aucun individu Mopti n'a été trouvé

porteur de la mutation kdr alors que les spécimens Savane peuvent être homozygotes

résistants, hétérozygotes ou homozygotes sensibles, l'équilibre d'Hardy-Weinberg étant

respecté au sein des populations Savane (Chandre et al., 1999a). Cette distribution

remarquable de la mutation kdr apparaît donc comme un argument très fort soutenant

l'hypothèse de spéciation entre les formes Mopti et Savane. Parallèlement, aucun

hybride Savane-Mopti n'a été identifié par PCR-RFLP parmi les spécimens collectés au

cours de cette étude.

Les fréquences de la mutation kdr observées chez Savane dépassent souvent

90% (Chandre et al., 1999a) suggérant une pression de sélection importante en faveur

des individus résistants dans cette zone rizicole où les insecticides sont très utilisés, tant

au niveau domestique qu'en agriculture. Il apparaît alors difficilement concevable dans

ces conditions que Mopti n'ait pas acquis cette mutation si des flux de gènes ont

effectivement lieu entre les deux formes chromosomiques. De plus, des croisements au

laboratoire ont permis de vérifier que la mutation kdr peut être effectivement transmise

de Mopti à Savane via des hybrides obtenus expérimentalement (Chandre et al., 1999a).
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Si l'explication de ce profil de distribution hétérogène de la mutation kdr réside

effectivement dans l'existence réelle d'une forte tendance à la reproduction entre

individus appartenant à la même forme chromosomique (assortative mating), l'influence

de cette barrière au flux de gènes doit alors s'exercer de façon uniforme sur tout le

génome. En conséquence, le polymorphisme neutre des microsatellites devrait indiquer

une hétérogénéité dans la composition génétique de ces deux formes. Nous avons ainsi

tenté de vérifier cette hypothèse en estimant le taux de différenciation génétique entre

populations de Savane (résistantes) et de Mopti (sensibles) provenant de cette zone de

sympatrie grâce aux 9 loci microsatellites que nous avons précédemment utilisés chez

An. arabiensis.

Au total, 97 spécimens comprenant 60 Savane et 37 Mopti identifiés par le test

PCR-RFLP, nous ont été fournis. Ces moustiques ont été collectés en Juillet 1998, sur

sujets humains volontaires dans trois villages de Côte d'Ivoire: Kabolo, Piétonara et

Ounantiékara. A Ounantiékara, seule la forme Savane a été trouvée. Mopti étant

sensible aux insecticides, est extrêmement faiblement représenté dans les zones

irriguées où l'utilisation des insecticides est intense (culture du riz et du coton). En

conséquence, les populations sympatriques Mopti-Savane ont toutes été échantillonnées

dans des zones où la pression d'insecticide est la plus faible, les zones rurales RO, c'est

à dire sans culture de riz, selon la nomenclature de Chandre et al. (l999a).

2. Résultats

2. 1. - Distribution des fréquences alléliques

Contrairement à ce qui est observé chez An. arabiensis, le locus 49 s'est révélé

très polymorphe au sein des deux formes chromosomiques Savane et Mopti (11 allèles
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différents observés). Par contre, le locus 141, localisé sur le bras 2R, a révélé des profils

de migration très ambigus qui ne nous ont pas permis de déterminer précisément le

génotype des moustiques à ce locus. Zheng et al. (1996) l'avaient d'ailleurs classé

comme locus monomorphe chez An. gambiae lors de l'identification originale des loci

microsatellites chez cette espèce. Nous n'avons donc pas inclus ce locus dans l'analyse.

L'homogénéité de la répartition des fréquences alléliques entre les différents

échantillons a été testée grâce au test exact de Raymond et Rousset (1995a) afin

d'étudier l'influence relative du site de capture et de la forme chromosomique sur la

répartition de la variabilité génétique. Les résultats de cette analyse sont présentés dans

le Tableau 9. Al'évidence, les populations apparaissent plus homogènes au sein de la

même forme chromosomique (Tableau 9, section «influence du site de capture») qu'au

sein d'une même localité (Tableau 9, section «influence de la forme chromosomique»),

En effet, alors que seules quelques différences significatives au seuil de 5% apparaissent

lorsque les populations appartenant au même cytotype sont comparées entre lieux de

capture, une hétérogénéité plus importante apparaît lorsque les différents cytotypes sont

comparés aussi bien au niveau du village (Kabolo ou Piétonara car seuls des individus

Savane ont été collectés à Ounantiékara) que sur la totalité de la zone, plusieurs

différences dans la répartition des fréquences alléliques étant très significatives

(P<O,0034). Il est intéressant de noter que ces différences semblent s'exprimer

particulièrement sur le chromosome X, homogène entre Mopti et Savane au niveau des

inversions mais siège du polymorphisme discriminant ces deux formes par PCR-RFLP

(Favia et al., 1997). Les loci 24D et 26, respectivement localisés à l'intérieur des

inversions 2La et 2Rb montrent également une répartition hétérogène des fréquences

alléliques entre formes chromosomiques, bien que cette hétérogénéité ne soit pas

statistiquement significative lorsque la procédure de Bonferroni est appliquée. Dans

tous les cas, les loci situés sur le chromosome 3 ne révèlent aucune hétérogénéité.
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Tableau 9: Test d'homogénéité des fréquences allèliques entre populations.

Influence du site de capture Influence de la forme chromosomique
Savane Savane Mopti Combiné Kabolo Piétonara Combiné Combiné

Locus (3 localités) (2 localités)* (2 localités) (2 localités)* (2 localités)* (total)
nl/; 18/24/18 18/18 25/12 43/30 18/25 18/12 36/37 60/37

X
7 0,0738 0,0528 0,3419 0,6675 0,0530 0,0034 0,0164 0,0018

49 0,3877 0,3535 1,0000 0,9017 <0,0001 0,0344 <0,0001 <0,0001
II

24D 0,0150 0,2095 0,6192 0,6547 0,0203 0,2885 0,0252 0,0314
147 0,0644 0,0616 0,9083 0,2211 0,1177 0,8363 0,4222 0,1822
26 0,0113 0,2378 0,0143 0,1509 0,0002 0,1108 <0,0001 0,0140

803 0,9334 0,8260 0,1711 0,1089 0,6639 0,7375 0,2802 0,1351
III

45C 0,1550 0,6660 0,2441 0,3728 0,2503 0,3348 0,0855 0,0579
29C 0,4808 0,4261 0,7875 0,8598 0,3437 0,7856 0,5814 0,3328

Tous loci! 0,004 0,1432 0,2687 0,5246 <0,0001 0,0239 "'SO--ftOOl <0,0001

Les données ont été analysées afm d'étudier l'effet du site de capture (différenciation microgéographique) ou des formes chromosomiques
(différenciation interformes).

Les loci sont disposés selon le chromosome sur lequel ils sont localisés (linkage group).
* Test de l'homogénéité de la répartition des fréquences allèliques dans les deux localités (Kabolo et Pietonara) où les formes Savane et

Mopti ont été prélevées simultanément (à Ounantiékara, seuls des individus Savane ont été collectés).
~ Rapport des effectifs des différents échantillons comparés.
§ Test combiné de Fisher sur les données fournies par tous les loci (Raymond et Rousset, 1995a).
Valeurs soulignées: P<O,05.
Valeurs en gras soulignées: P<O,05 après application la procédure de Bonferroni.



2. 2. - Test de la panmixie

Afin de tester l'hypothèse de panmixie à l'intérieur des différents cytotypes ainsi

que sur la population totale, une analyse hiérarchique de conformité par rapport aux

proportions attendues à l'équilibre d'Hardy-Weinberg a été effectuée à l'échelle du

village et sur la totalité de la zone échantillonnée. Les résultats sont présentés dans les

Tableaux 10 A, B et C. Globalement, c'est lorsque les deux formes chromosomiques

sont regroupées que l'on observe le plus grand nombre de déviations significatives,

associées à de forts déficits en hétérozygotes (Tableau 10 C). Cependant, si ceci est

particulièrement vrai dans le village de Kabolo, cette tendance est beaucoup plus limitée

dans le village de Piétonara. De plus, les forts déficits en hétérozygotes observés sur la

population totale aux loci 7 et 26, se retrouvent également lorsque les différentes formes

chromosomiques sont considérées indépendamment, le locus 7 déviant

significativement par rapport aux proportions attendues sous l'hypothèse de panmixie

dans la population Savane (Tableau 10 A) et le locus 26 présentant le même profil au

sein de la population Mopti (Tableau lOB). D'autres déséquilibres mineurs sont

observés ponctuellement aux loci 24D chez Mopti et 147 chez Savane, ainsi que sur la

population totale.

Il apparaît alors que les déviations par rapport aux proportions attendues sous

l'équilibre d'Hardy-Weinberg observées dans la population totale d'An. gambiae

étudiée ici ne soient pas dues à un artefact expérimental résultant du regroupement des

formes Mopti et Savane (effet Wahlund) puisque ces déviations sont effectivement

observées lorsque ces sous-populations sont étudiées isolément, associées à des déficits

en hétérozygotes d'amplitude comparable (valeur de Fis).

Néanmoins, certains déséquilibres semblent spécifiquement observés chez l'une

ou l'autre des formes chromosomiques ce qui pourrait indiquer une hétérogénéité de la

composition génétique des deux formes (influence des inversions ou fréquence des
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Tableau 10 : Test exact de conformité aux proportions d'Hardy-Weinberg entre et au sein
des différentes formes chromosomiques chez An. gambiae. A: au sein du cytotype Savane;
B: au sein du cytotype Mopti; C: sans distinction du cytotype.

A.
Cytotype Savane

Kabo10 Piétonara Ounantiékara Savane total
Locus P Fis P Fis P Fis P Fis

n 18 17 24 59
X

7 0,0113 0,318 0,1367 0,248 0,0048 0,413 <0,0001 0,330
49 0,5820 0,047 0,8354 -0,181 0,5494 -0,165 0,8491 -0,113

II
24D 0,1714 0,205 0,7229 0,173 0,0849 0,245 0,0635 0,220
147 0,1403 0,141 0,0023 0,344 0,0982 0,223 0,0112 0,243
26 0,3073 0,148 0,5629 0,098 0,2635 0,293 0,1895 0,207

803 0,1299 0,074 0,3646 0,167 0,1817 0,075 0,0809 0,094
III

45C 0,0671 -0,074 0,1045 0,300 0,8159 -0,068 0,0938 0,044
29C 0,1587 0,382 1,0000 0,029 0,0627 0,428 0,0471 0,268

B.
Cytotype Mopti

Kabo10 Piétonara total
Locus P Fis P Fis P Fis

n 25 12 37
X

7 0,0334 0,284 0,3144 0,217 0,0514 0,265
49 0,2426 0,062 0,6872 0,099 0,7367 0,061

II
24D 0,0230 0,156 0,7071 -0,031 0,0114 0,104
147 0,4869 -0,052 0,0656 0,185 0,4018 0,014
26 0,0190 0,327 0,0075 0,430 <0,0001 0,381

803 0,2559 -0,120 0,1058 0,286 0,1671 0,034
III

45C 1,0000 -0,115 0,2702 -0,204 0,5688 -0,140
29C 0,3770 0,217 1,0000 0,035 0,4558 0,150

C.
An. gambiae s.s.

Kabolo Piétonara total
Locus P Fis P Fis P Fis

n 43 29 96
X

7 0,0004 0,311 0,0 III 0,257 <0,0001 0,319
49 0,3937 0,133 0,7848 -0,033 0,4984 0,019

II
24D 0,0034 0,182 0,7709 0,124 0,0192 0,180
147 0,6353 0,030 0,0066 0,271 0,0408 0,159
26 0,0040 0,305 0,1070 0,230 0,0078 0,279

803 0,1955 -0,038 0,0764 0,201 0,1305 0,075
III

45C 0,5457 -0,096 0,3617 0,106 0,1541 -0,018
29C 0,1315 0,278 1,0000 0,016 0,0440 0,218

n = Effectif de l'échantillon.
P = Probabilité de conformité à l'équilibre d'Hardy-Weinberg calculée par le test exact de Raymond et
Rousset (1995a). Valeurs soulignées: P<0,05. Valeurs en gras soulignées: P<0,05 après application de la
procédure de Bonferroni.
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allèles nuls par exemple). Cependant, les faibles effectifs dont nous disposions ainsi que

l'absence de données cytogénétiques ne nous ont pas permis de préciser davantage cette

éventualité.

Aucun déséquilibre de liaison significatif entre paires de loci n'a été mis en

évidence tant sur la population totale qu'à l'intérieur des différents cytotypes (P>O,ll)

suggérant une répartition aléatoire des génotypes multi-loci entre et au sein des

différentes formes chromosomiques.

En conséquence, à ce niveau de l'analyse, aucune indication ne semble soutenir

de façon probante l'hypothèse de flux géniques restreints entre Mopti et Savane.

Toutefois, la composition génétique de la population apparaît plus hétérogène lorsque

aucune distinction entre cytotypes n'est effectuée qu'à l'intérieur des deux formes

chromosomiques individualisées.

2. 3. - Différenciation génétique entre formes chromosomiques

Au vu des résultats présentés dans les paragraphes précédents, nous avons

décidé de regrouper les individus selon leur cytotype et d'effectuer une analyse par les

statistiques F et R afin d'estimer et de comparer le degré de différenciation génétique

observé entre et au sein de chaque forme chromosomique. Les résultats de l'analyse

hiérarchique de variance effectuée sur les fréquences alléliques (méthode F) ou sur la

taille des allèles (méthode R) sont présentés dans le Tableau Il A.

Ces résultats sont tout à fait comparables quelle que soit la méthode utilisée et

indiquent que seule une très faible proportion de la variabilité totale observée est

imputable à une différenciation Mopti/Savane (2,76 et 2,02% respectivement pour les

méthodes F et R). Cette variation n'est pas significative (P>O,l). Toutefois, la

variabilité intra-formes chromosomiques est sensiblement moindre,
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Tableau 11: Analyse de la différenciation génétique chez An. gambiae s.s.

A. Analyse hiérarchique de la variance moléculaire (AMOVA) entre les cytotypes
Mopti et Savane.

Méthode Source ddl SSD variance % total P
F

Entre cytotypes 1 10,421 0,0764 2,76 0,112

Entre populations
appartenant au 3 10,044 0,0182 0,66 0,281
même cytotype

Intra-populations 189 504,922 2,6715 96,58 <0,0001
-----------------------------------------------------------.--------------------_.------------
Totale 193 525,387 2,7661

R
Entre cytotypes 1 74,36 0,487 2,02 0,101

Entre populations
appartenant au 3 87,51 0,153 0,63 0,298
même cytotype

Intra-populations 189 4440,24 23,493 97,35 0,056
------------------------------------------------_.--------------------------------------------
Totale 193 4602, Il 24,133

F: Analyse de variance effectuée sur les fréquences alléliques (Identité - Non Identité des allèles).
R: Analyse de variance effectuée sur la taille des allèles (nombre de répétitions du motif).
P: Signification statistique basée sur la permutation des génotypes entre populations aux différents

niveaux hiérarchiques (Schneider et al., 1997).

B. Indices de fixation.

Savane: Fst = 0,00684 P = 0,2796 (3 sous-populations)
Rst = 0,01589 P = 0,1408

Mopti: Fst = 0,00705 P = 0,289 (2 sous-populations)
Rst = -0,0233 P = 0,935

Savane x Mopti: Fst = 0,0306 P<O,OOOI (2 sous-populations)
Rst = 0,023 P = 0,024
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expliquant environ 0,6% de la variabilité totale, l'essentiel de la variabilité étant généré

au niveau intra-populationnel (variations entre individus au sein de la même

population).

Les indices de fixation estimés au sein des cytotypes Savane d'une part et Mopti

d'autre part, ainsi qu'entre les deux formes chromosomiques sont présentés dans le

Tableau Il B. Aucune différenciation génétique significative n'est révélée entre les

différentes populations appartenant au même cytotype (Fst<0,007; P>0,27 et Rst<0,016;

P>O,14). Par contre, une différenciation génétique, certes faible mais néanmoins

statistiquement significative est observée entre Mopti et Savane (Fst=0,0306; P<10-4 et

Rst=0,023; P=0,024).

L'analyse de la contribution de chaque locus au profil observé est présentée dans

le Tableau 12. Les loci portés par le chromosome X et, dans une moindre mesure par le

chromosome 2 semblent déterminants pour la mise en évidence de différences entre les

formes Mopti et Savane.

En accord avec le faible degré de différenciation génétique observé, les indices

de migration (Nm) dérivés des estimations de Fst et de Rst sont nettement supérieurs à

1, suggérant des flux géniques importants entre Mopti et Savane. Les valeurs de Nm

ainsi estimées sont considérablement plus élevées que celles attendues entre populations

appartenant à des espèces différentes.

L'analyse de la variabilité génétique observée au niveau des huit loci

microsatellites utilisés lors de cette étude n'a donc pas permis de mettre en évidence

l'existence d'une forte structure génétique au sein des populations d'An. gambiae

présentes dans notre zone d'étude, malgré les très fortes indications de structuration

fournies par la cytogénétique (Coluzzi et al., 1985), l'étude des profils de restriction de

certaines régions d'ADN codant pour les ribosomes (Favia et al., 1997) et la répartition
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Tableau 12: Différenciation génétique entre les formes Savane et Mopti.

Statistiques F Statistiques R
Locus Fst P Nm Rst P Nm

X
49 0,1306 <0,0001 1,65 0,0331 0,139 7,3
7 0,0447 0,057 5,4 0,0022 0,400 113,5

II
24D 0,0040 0,436 62,3 0,0108 0,317 23,0
147 0,0039 0,703 64,5 0,0397 0,129 6,0
26 0,0210 0,175 11,7 0,0494 0,089 4,8
803 0,0062 0,420 40 0,0429 0,107 5,6

III
45C 0,0106 0,359 23,3 0,0007 0,420 372
29C -0,0003 0,510 00 -0,0003 0,493 00

Chromosome X 0,0902 <0,0001 2,5 0,0188 0,122 13,1
Chromosome II 0,0092 0,070 26,9 0,0267 0,045 9,1
Chromosome III 0,0068 0,465 37,2 0,0006 0,428 427

Tous loci 0,0306 <0,0001 7,9 0,0230 0,024 10,6

Valeurs soulignées: P<O,OS.
Valeurs en gras soulignées: P<O,OOOl.
Les loci sont disposés en fonction de leur localisation cytologique sur le génome. La moyenne des estimateurs du taux de différenciation
génétique (Fst et Rst) est donnée pour chaque chromosome indépendamment ainsi que sur tous les loci utilisés .

........
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hétérogène de la mutation kdr (Chandre et al., 1999a). Néanmoins un degré d'isolement

génétique plus important est révélé entre les cytotypes Savane et Mopti dans cette zone

de sympatrie que ce qui a précédemment été observé entre deux populations d'An.

arabiensis séparées par plus de 200 km au Sénégal (7 loci microsatellites sur 8 étant

communs aux deux études). Ces résultats sont comparables à ceux obtenus entre les

populations d'An. gambiae cytotype Savane du Sénégal et du Kenya (annexe 1).

Plusieurs interprétations peuvent être données à ces résultats, comme nous allons

le voir maintenant.

3. Discussion

De nombreux arguments plaident en faveur de phénomènes de spéciation

actuellement en cours ou très récents au sein de l'espèce An. gambiae. Cependant, les

résultats que nous venons de présenter ne nous ont pas permis de soutenir cette

hypothèse.

Des taux de différenciation comparables à ceux que nous avons observés ici ont

été obtenus lors d'études utilisant les marqueurs isoenzymes pour étudier la

différenciation génétique entre les mêmes populations Savane et Mopti (Fst = 0,042; in

Chandre et al., 1999a) ou entre les formes Mopti, Bamako et Savane collectées au Mali

(Bullini et Coluzzi, 1978; Cianchi et al., 1983, 1985; in Lanzarro et al., 1998). Une

étude basée sur des critères morphologiques (Di Deco et al., 1983) a également révélé

de très faibles différences entre les formes Mopti et Bamako qui, bien que

statistiquement significatives, sont du même ordre de grandeur que les différences

attendues entre sous-populations de la même espèce (Coluzzi et al., 1985).
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La seule étude de ce type utilisant les loci microsatellites a été publiée

récemment par Lanzaro et al. (1998). Ces auteurs ont estimé le taux de différenciation

génétique entre les formes Mopti et Bamako dans une zone de sympatrie au Mali grâce

à 21 loci microsatellites répartis sur les trois chromosomes d'An. gambiae. Les taux de

flux géniques estimés entre ces deux formes (Nm = 10,3 et 5,8 dérivés des estimations

de Fst et de Rst respectivement) sont tout à fait comparables à ceux que nous avons

obtenus entre Mopti et Savane (Tableau 12: Nm = 10,6 et 7,9 respectivement).

L'utilisation d'un nombre plus important de loci a permis une analyse plus fine de la

répartition de ces différences en fonction de la localisation cytologique des marqueurs.

L'essentiel de la différenciation observée semble générée par les loci portés par le

chromosome 2, siège des inversions ayant conduit à la désignation des différents

cytotypes. Cette tendance a également été détectée au cours de notre étude bien que,

dans notre cas, les loci situés sur le chromosome X se révèlent plus discriminants

(Tableau 12).

La forte homogénéité des résultats obtenus par l'étude du polymorphisme de ces

différents marqueurs qui peuvent être considérés comme très faiblement soumis à la

sélection naturelle conforte la tendance mise en évidence par notre étude qui suggère

des flux de gènes importants entre Mopti et Savane.

Les divergences dans la résolution de la structure génétique des populations

d'An. gambiae observées en fonction des marqueurs utilisés (microsatellites,

isoenzymes et critères morphologiques d'une part, inversions chromosomiques,

mutation kdr et RFLP d'autre part) sont elles-mêmes très informatives et peuvent être

reliées à des propriétés spécifiques des marqueurs utilisés et du modèle biologique

étudié que nous allons maintenant aborder.
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3. 1. - Le temps de divergence entre populations

La première hypothèse pouvant être avancée pour expliquer cette apparente

contradiction est celle d'un manque de puissance des marqueurs «neutres», incluant les

loci microsatellites. Or, nous avons vu au cours des chapitres précédents, que ces

marqueurs très polymorphes se sont révélés particulièrement adaptés pour ce type

d'investigations permettant la mise en évidence de différences importantes dans la

composition génétique de populations appartenant à la même espèce (voir introduction

et première partie). Mais, il a été démontré à la fois par des études expérimentales et

par simulation (Slatkin et al., 1995; Goldstein et al., 1995b) que le potentiel résolutif

des microsatellites était également très étroitement lié au temps de divergence des

populations, en d'autres termes au temps écoulé depuis l'interruption (ou la forte

diminution) des flux de gènes entre les différentes sous-populations considérées (voir

première et deuxième parties). Il est en effet évident qu'un nombre important de

générations doivent s'écouler afin que l'action combinée de la dérive génétique et des

mutations génère des profils suffisamment différents pour qu'une hétérogénéité puisse

être détectée, en dépit des forts taux de mutation caractéristiques des loci

microsatellites.

Or, la forme chromosomique Mopti est considérée comme l'évolution la plus

récente de l'espèce An. gambiae (mais voir paragraphe 3.3 ci-dessous) en regard de sa

répartition géographique encore relativement limitée et surtout de son extraordinaire

adaptation à l'environnement humain (petrarca et al., 1986, 1987; Robert et al., 1989;

Akogbeto et al., 1992; Touré et al., 1987, 1994). En effet, très anthropophile et

endophile au stade adulte, ses larves se montrent particulièrement aptes à coloniser les

gîtes pérennes ou sub-permanents résultant exclusivement d'actions anthropiques tels

que les périmètres irrigués agricoles ou les rizières. Cette particularité lui permet de

poursuivre son cycle de reproduction durant la saison sèche, alors qu'aucun gîte
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plus disponible et représente ainsi un exemple d'adaptation extrêmement fine à un

environnement aux caractéristiques très variables, doublée d'une aptitude très

développée à tirer profit d'une étroite association avec l'homme (Touré et al., 1994).

Dès lors, si l'on accepte l'hypothèse de spéciation entre Mopti et Savane, force est de

lui reconnaître une origine très récente.

De plus, indépendamment de la controverse introduite par Favia et al. (1997) au

sujet du statut des spécimens porteurs des rares hétérocaryotypes potentiellement

identifiés comme hybrides entre les formes Savane et Mopti par cytogénétique, le fait

que ces deux formes soient effectivement totalement interfécondes en insectarium

plaide également en faveur d'une spéciation très récente n'ayant pas encore entraîné

d'incompatibilité génétique. Dans ces conditions, il est fort probable que le temps de

divergence entre les formes Mopti et Savane ne soit pas suffisamment long pour

permettre la détection de différences au niveau de la répartition du polymorphisme des

microsatellites, et à plus forte raison des loci isoenzymes qui présentent des taux de

mutation nettement moins élevés.

Dés lors, et si l'on s'en réfère à ce qui a été dit dans le chapitre introductif sur les

contraintes possibles agissant sur la taille des allèles (l'homoplasie en particulier) qui

limitent leur application à l'étude des phylogénies interspécifiques (Garza et al., 1995),

le potentiel résolutif des microsatellites pourrait n'être optimal que dans un intervalle

relativement restreint de temps de divergence entre les populations. Dans le cas du

système étudié ici, on se trouverait donc en dessous du temps de divergence minimal

permettant la détection d'hétérogénéités significatives de la distribution des allèles entre

populations. Les index de migration (Nm) supérieurs à 1 refléteraient alors le

polymorphisme ancestral commun aux deux formes bien que les flux géniques

contemporains soient fortement réduits, voire nuls comme le suggère la répartition

hétérogène de la mutation kdr. Ceci implique que l'apparition de cette mutation
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particulière chez An. gambiae soit encore plus récente que le phénomène de spéciation

dans la mesure où elle semble spécifique à la forme Savane. Elle n'a encore jamais été

décelée chez An. arabiensis ou An. melas (Chandre, 1998; Chandre et al., 1999a).

Il est important de noter ici que ces considérations sur le manque de puissance

des loci microsatellites ne sont valables que si l'on suppose que l'évènement de

spéciation n'a pas été accompagné de phénomènes de réduction de taille des

populations ce qui peut paraître incompatible avec le processus évolutif supposé être à

l'origine des inversions (voir paragraphe 3.3 ci-dessous) mais en accord avec la taille

effective des populations estimées chez An. arabiensis ou chez An. gambiae Savane

(voir deuxième partie, Taylor et al., 1993; Besansky et al., 1997; Lehmann et al., 1998).

En d'autres termes, si le faible taux de différenciation entre ces populations s'explique

par la rétention du polymorphisme ancestral, la spéciation entre les différentes formes

chromosomiques a dû se faire graduellement au sein d'une population panmictique. La

mutation kdr ne peut alors être apparue chez Savane qu'une fois la barrière de

reproduction déjà bien établie entre les différents cytotypes, interdisant ainsi son

transfert aux autres formes chromosomiques.

3. 2. - Différents régimes de sélection

Globalement, il apparaît que les marqueurs potentiellement les moins soumis à

l'action directe de la sélection naturelle ne permettent pas de différencier les formes

chromosomiques désignées par cytogénétique.

Comme nous en avons déjà fait mention plus haut, la corrélation établie au cours

de nombreuses études entre les paramètres du milieu ou certains comportements et la

fréquence de certains arrangements chromosomiques particuliers est un argument très

fort contre la neutralité des inversions vis-à-vis de la sélection naturelle. En effet, ces

réarrangements chromosomiques peuvent être vus comme de grosses sous-unités de
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recombinaison permettant de préserver une certaine association entre plusieurs gènes

co-adaptés à un biotope particulier ou favorisant un comportement spécifique, la

recombinaison génétique étant très limitée à l'intérieur des inversions (Carson, 1982;

Coluzzi, 1982).

Cette hypothèse est fortement soutenue par certains arguments d'ordre structural

tels que la distribution non aléatoire des points de rupture sur les chromosomes

(plusieurs inversions semblent partager les mêmes frontières) ou purement génétiques

tels que la démonstration récemment effectuée d'une origine différente de la même

inversion 2La fixée chez An. arabiensis et chez An. merus par Caccone et al. (1998).

Certains conflits apparus dans les phylogénies retracées à partir des inversions et des

séquences de différents loci ADN suggèrent l'introgression sélective de ces sortes de

«super-gènes» d'une espèce à l'autre au sein du complexe (Besansky et al., 1994;

Mathiopoulos et al., 1995; Caccone et al., 1996, 1998; Garcia et al., 1996; Della Torre

et al., 1997), appuyant le caractère adaptatif des inversions.

Ce rôle des inversions chromosomiques dans la capacité d'adaptation des

individus a été particulièrement étudié chez la drosophile et leur importance dans les

phénomènes de spéciation ainsi que leur transfert par introgression a été documenté,

confortant ainsi les observations réalisées chez An. gambiae (Carson, 1969, 1982;

Aquadro et al., 1991; Krimbas et Powell, 1992; Rozas et Aguadé, 1994; Popadic et

Anderson, 1994; Popadic et al., 1995). Dans ces conditions, les inversions

chromosomiques seraient alors de mauvais marqueurs pour l'étude des flux de gènes

entre sous-populations, leur distribution étant majoritairement gouvernée par l'action de

la sélection naturelle, indépendamment de toute structuration génétique des populations.

Le profil de répartition des arrangements au sein des populations naturelles d'An.

gambiae serait alors le résultat unique de la contre-sélection d'hétérocaryotypes

présentant des combinaisons fortement délétères sans qu'il ne soit nécessaire d'avoir
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recours à l'hypothèse de barrière à la reproduction entre porteurs des différents

arrangements. Pour citer Avise (1994), ce profil «refléterait plutôt les conditions

environnementales que le régime de flux géniques au sein de l'espèce». Une telle

hypothèse a d'ailleurs été émise par Touré et al. (1994) au sujet de la fréquence des

arrangements alternatifs chez Mopti dans le delta du fleuve Niger au Mali.

Cette explication est compatible avec le fait que la variabilité génétique semble

moindre à l'intérieur des inversions (Mathiopoulos et Lanzaro, 1995) et qu'une plus

forte différenciation soit observée lorsque les loci neutres sont situés à l'intérieur ou très

proches de ces inversions (Lanzaro et al., 1998; Kamau et al., 1998b). Selon cette

théorie, le profil de répartition de la mutation kdr s'expliquerait par le fait qu'elle se

trouve en fort déséquilibre de liaison avec un des arrangements chromosomiques

spécifiques à la forme Savane où elle semble être apparue récemment, très

probablement à la suite de l'importante utilisation du DDT à la fin des années 60 en

Afrique de l'Ouest et avoir été maintenue depuis l'arrêt de l'utilisation du DDT par la

forte pression exercée par l'utilisation consécutive des pyréthrinoides auxquels elle

confère une résistance croisée (Chandre et al., 1999b et c). La détermination de la

localisation cytologique de cette mutation chez An. gambiae est en cours d'investigation

(P. Guillet, communication personnelle). Il serait en outre intéressant de comparer le

génotype pour la mutation kdr des spécimens collectés et leur caryotype déterminé par

cytogénétique afin de préciser cette éventualité, par l'étude des déséquilibres de liaisons

entre les allèles kdr et les différents arrangements alternatifs.

Le profil de répartition de la mutation kdr peut également être le reflet de

régimes de sélection différents appliqués sur les populations Mopti et Savane, dans le

contexte récemment développé par Lenormand et Raymond (1998) de la «zone stable»

pour l'étude de la diffusion des gènes de résistance au sein des populations. Ces auteurs

ont démontré que la fréquence d'un allèle résistant dans une population soumise à un
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traitement insecticide ainsi que l'influence de ce traitement sur la densité des

populations locales sont étroitement corrélées à l'avantage sélectif procuré par le

phénotype résistant, au coût de la résistance dans les zones non traitées et à la taille

relative de la zone traitée par rapport aux zones non traitées adjacentes. En fonction des

flux de gènes entre populations exposées et non exposées aux traitements, l'apparition

d'un gène de résistance et sa montée en fréquence peut ainsi être retardée, voire évitée à

l'intérieur d'une zone géographique donnée malgré l'utilisation localisée d'insecticides.

Le faible degré d'isolement génétique entre Mopti et Savane que nous avons déterminé

pourrait être suffisant pour influencer différemment l'évolution de la mutation kdr chez

Mopti et chez Savane. Il est alors tout à fait possible qu'une zone stable soit établie pour

Mopti dans cette région, évitant l'apparition de la mutation kdr, mais que la balance

entre zones traitées et non traitées n'ait pas le même impact sur les populations de

Savane, résultant en la quasi-fixation de l'allèle résistant.

Les zones de répartition géographique de Savane et Mopti sont en effet très

différentes sur le continent Africain en général et dans cette région en particulier, bien

qu'un certain nombre de zones de sympatrie existent (Coluzzi et al., 1985; Touré et al.,

1998). Les études en cours tant sur la mutation kdr elle-même (coût et avantages

associés à la présence de l'allèle résistant) que sur la génétique des populations et les

échanges géniques entre et au sein des différentes formes chromosomiques pourront

certainement permettre de préciser cette hypothèse.

3. 3. - Des populations en expansion

Selon Coluzzi (1982, 1985), les arrangements observés aujourd'hui auraient été

générés à la suite de réorganisations stochastiques du génome dans des zones

marginales (géographiques ou écologiques), les combinaisons particulières permettant
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une adaptation des individus à leur nouvel environnement étant alors très fortement

sélectionnées. Les porteurs de ces caryotypes avantageux pourraient alors, par

migration, élargir la zone de répartition de l'espèce et/ou remplacer les populations

ancestrales dans les zones où leur avantage adaptatif (fitness) est conséquent. Dans ces

conditions, les formes évolutives récentes correspondant aux différents cytotypes

individualisés chez An. gambiae, seraient alors en pleine expansion.

Cette hypothèse est en accord avec le fait que la majeure partie de la variabilité

génétique observée chez An. gambiae résulte de variations intra-populations, seule une

fraction minimale étant imputable aux variations inter-populations (voir Tableau lIA).

Cette théorie d'expansion récente des populations à partir de foyers localisés a été

particulièrement développée dans l'étude de l'histoire de l'Humanité pour expliquer une

répartition analogue de la variabilité génétique totale, principalement due aux variations

intra-populations (voir par exemple Cavalli-Sforza et al., 1994; Goldstein et al., 1995b;

Barbujani et al., 1997; Reich et Goldstein, 1998). Or, les estimations de Nm sont basées

sur l'hypothèse de populations à l'équilibre (Wright, 1951; Slatkin, 1985a et b, 1995).

Ces conditions ne sont pas vérifiées si les populations sont en expansion et les taux de

flux géniques alors estimés sont biaisés.

Certains arguments issus de données écologiques sont en faveur de cette

dynamique des populations comme en témoigne la colonisation des zones adjacentes au

delta du fleuve Niger par Mopti, qui semble avoir pris l'avantage sur An. arabiensis et

An. gambiae Savane via des phénomènes de compétition pour l'occupation quasi

exclusive de cette niche écologique (Touré et al., 1983; Coluzzi, 1984; Coluzzi et al.,

1985). En effet, la zone géographique de référence du cytotype Mopti est le delta

intérieur du fleuve Niger, zone strictement naturelle qui présente des gîtes larvaires

pérennes. On peut alors supposer que Mopti soit plus ancien que ce qui est

généralement avancé mais qu'il ne soit sorti de son refuge écologique que récemment,
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lorsque l'homme, par le biais de son agriculture irriguée, lui a fourni les gîtes de saison

sèche auxquels il était adapté (et inféodé) dans son habitat original.

4. Conclusion

L'image globale qui ressort de l'analyse que nous venons d'effectuer concernant

la structure génétique des populations d'An. gambiae est celle d'une organisation très

complexe dont la description et la résolution varient en fonction des marqueurs

considérés. Le génome de ce vecteur semble constitué d'une mosaïque hétérogène de

fragments plus ou moins soumis à la sélection naturelle dont les mouvements entre

sous-populations ne sont pas aléatoires.

L'analyse du polymorphisme des marqueurs microsatellites suggère que la

fragmentation du taxon nominal An. gambiae s.s. en 5 sous-unités différentes reflète

majoritairement l'action de la sélection naturelle sur certains fragments particuliers du

génome mais que des échanges de gènes sont toujours possibles sur d'autres régions

moins exposées. Néanmoins, l'hypothèse de spéciation consécutive à la création récente

d'une barrière au flux de gènes dont le mécanisme serait essentiellement

comportemental, lié à la reconnaissance mutuelle des partenaires avant la reproduction,

ne peut être écartée. Seule la confrontation des informations fournies par des marqueurs

indépendants les uns des autres, soumis à des mécanismes d'évolution différents et

étudiés dans des contextes écologiques variables pourra permettre une description

optimale de la structure génétique de ces populations.
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Une attention particulière doit être portée sur le fait que les résultats

expérimentaux obtenus en laboratoire et les données issues de collectes sur le terrain

semblent contradictoires. Ces différences mettent en exergue le fait que les études de la

génétique des populations naturelles représentent un élément fondamental à prendre en

compte lors de l'élaboration de nouveaux moyens de lutte. En particulier, la stratégie

actuellement préconisée de lutte par l'intermédiaire de moustiques transformés

génétiquement ne pourra se baser exclusivement sur les résultats d'expérimentations

réalisées en insectarium et la libre circulation d'un gène au laboratoire ne sera pas

forcément vérifiée sur le terrain (cas de la mutation kdr par exemple). Il semble évident

d'après ce que nous venons de discuter dans le paragraphe précédent que la cinétique de

diffusion des gènes entre et au sein des populations naturelles fait intervenir plusieurs

paramètres liés (i) à la structure proprement dite des populations révélée par les

marqueurs neutres et (ii) au bénéfice ou au désavantage en termes de potentiel adaptatif

que vont procurer certains arrangements ou mutations en fonction des conditions

écologiques.

Chez An. gambiae, plusieurs arguments tendent à prouver que les flux géniques

ne sont pas homogènes sur tout le génome: la localisation cytologique des gènes étudiés

ou éventuellement transformés dans une optique d'altération de la compétence

vectorielle sera donc d'une importance primordiale dans la capacité de diffusion entre et

au sein des différentes formes chromosomiques et des espèces constitutives du

complexe. Le chromosome 2 en particulier, porteur de la majorité des inversions

polymorphes, pourrait jouer un rôle prédominant à ce niveau car il est très probable, au

vu de l'influence de ces inversions sur la biologie et le comportement des vecteurs,

qu'un certain nombre de loci d'un intérêt majeur s'y trouvent localisés. En effet, c'est le

cas de loci impliqués dans la réponse immunitaire d'An. gambiae face à Plasmodium

cynomolgi (Crews-Oyen et al., 1993; Gorman et al., 1997; Zheng et al., 1997).
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Cette hétérogénéité peut représenter un obstacle à la rmse en pratique des

méthodes de lutte basées sur le lâcher d'individus génétiquement modifiés.

Parallèlement, l'absence de barrières au flux de gènes en laboratoire peut permettre de

générer facilement des souches différentes d'insectes porteurs de modifications dont la

capacité de reproduction (compatibilité avec les populations naturelles) sera

certainement optimisée par rapport à des souches hybrides, pourtant très fertiles et

compétitives au laboratoire. En d'autres termes, pour ce genre d'investigations, le

recours à une stratégie généraliste risque fort de ne pas permettre d'obtenir de résultats

probants sur le terrain. Les transposons ou symbiotes utilisés comme vecteurs de gènes

modifiés apparaissent alors comme des outils à privilégier étant donné les indications de

plus en plus nombreuses de flux de gènes effectivement autorisés sur certaines parties

des chromosomes, même entre les deux vecteurs principaux An. gambiae et An.

arabiensis (voir Besansky et al., 1994, 1997; Della Torre et al., 1997).
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES
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Les études que nous venons de présenter sur la structure génétique des

populations et les flux de gènes à l'intérieur du complexe An. gambiae ont permis (i) de

confirmer le caractère hautement informatif des loci microsatellites pour l'investigation

des relations entre sous-populations appartenant à la même espèce et leur utilisation

possible et pertinente entre espèces jumelles, (ii) de mettre en évidence le rôle

prépondérant de l'habitat et de l'histoire des populations sur l'établissement d'une

structure génétique et (iii) de souligner l'extraordinaire complexité du système vectoriel

étudié constitué de différentes sous-unités très spécialisées mais qui restent néanmoins

interconnectées et ne peuvent être considérées comme totalement indépendantes les

unes des autres. Au terme de ce travail, plusieurs conclusions et perspectives peuvent

être dégagées concernant l'outil utilisé et le modèle étudié.

1. Les marqueurs microsatellites et leur utilisation pour l'étude de la
génétique des populations d'anophèles

Au cours de notre étude, 9 loci microsatellites ont été utilisés pour étudier les

variations du polymorphisme observé au sein de deux espèces jumelles de moustiques

appartenant au complexe An. gambiae, système vectoriel responsable de la majeure

partie de la transmission du paludisme en Afrique: An. arabiensis d'une part et le taxon

nominal An. gambiae s.s. d'autre part.

Cette étude a révélé que les amorces permettant l'amplification par PCR des

allèles chez An. gambiae pouvaient également être utilisées chez An. arabiensis, ce qui

représente un avantage considérable permettant (i) une économie importante en temps et

en moyens car la caractérisation des loci et la détermination des séquences des amorces

permettant leur amplification est un travail long et fastidieux qui nécessite un

investissement important, (ii) la standardisation des protocoles d'amplification et de
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collecte des données nécessaires à l'analyse génétique impliquant (iii) une possibilité de

comparer les résultats obtenus chez différentes espèces au niveau des mêmes loci.

Néanmoins, comme l'on peut s'y attendre suite aux phénomènes de spéciation,

certains loci polymorphes chez l'une des espèces peuvent être fixés et non informatifs

chez l'autre suite à des modifications moléculaires ou structurales au niveau de l'ADN.

C'est ce que nous avons observé au niveau du locus 49, sur le chromosome X qui reste

fixé chez toutes les populations d'An. arabiensis que nous ayons testées alors qu'il est

très polymorphe chez An. gambiae. De même, il nous a été impossible de déterminer

convenablement le génotype des spécimens An. gambiae au locus 141, localisé au

niveau de l'inversion 2Rd alors que des profils de migration clairs et reproductibles ont

été observés chez An. arabiensis. Parallèlement, aucun des 9 loci n'a pu être amplifié

chez An. funestus, un autre vecteur important du paludisme souvent rencontré en

sympatrie avec An. gambiae en Afrique, confirmant ainsi la spécificité des amorces

déterminées et le statut taxonomique très proche des espèces An. gambiae et An.

arabiensis.

L'avantage principal des marqueurs microsatellites réside dans leur fort taux de

mutation leur conférant un polymorphisme important (voir annexe 1 et Lanzaro et al.,

1995 pour une comparaison avec les loci isoenzyme chez An. gambiae) et leur

apparente neutralité. Ces particularités leur procurent un taux d'évolution rapide qui les

rend peu susceptibles de garder les traces d'un polymorphisme ancestral commun et en

fait de très bons indicateurs des taux de flux géniques contemporains entre sous

populations (Bossart et Pashley-Prowell, 1998). De plus, l'étude simultanée de plusieurs

loci répartis sur tous les chromosomes permet d'obtenir une image générale du taux de

divergence génétique entre sous-populations et limite les possibilités de méprise dues à

des contraintes spécifiques agissant au niveau de loci particuliers (Barbujani et al.,
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1997). Inversement, leur nombre et leur ubiquité sur le génome des Eucaryotes peut

permettre une analyse très fine du comportement de différentes portions du génome et la

mise en évidence de différences dans l'intensité des contraintes exercées sur certaines

zones (par exemple, loci situés à l'intérieur où à l'extérieur des inversions

chromosomiques chez An. gambiae). Néanmoins, nous avons vu que plusieurs types de

contraintes peuvent affecter leur potentiel résolutif et certaines indications révélées par

notre étude méritent d'être développées:

- à plusieurs reprises, de forts déficits en hétérozygotes ont été observés

au rnveau du locus 24D, localisé à l'intérieur de l'inversion 2La suggérant un

comportement particulier de ce locus. Chez An. arabiensis, cette inversion est fixée à

l'état homozygote. Par conséquent, la recombinaison est possible à ce niveau, les deux

chromosomes étant parfaitement appariés lors de la méiose, et l'influence de cette

inversion ne peut être retenue comme cause possible du déséquilibre observé.

L'hypothèse d'un effet Wahlund ou de l'apparentement des individus (consanguinité)

est également écartée car l'équilibre d'Hardy-Weinberg est généralement respecté aux

autres loci. Les études du déséquilibre de liaison à l'intérieur des populations vont

également dans ce sens, le locus 24D n'étant pas systématiquement impliqué dans les

déséquilibres observés de façon ponctuelle. Dès lors, seules des contraintes spécifiques

à ce locus peuvent être à l'origine de ce déficit récurrent en hétérozygotes.

Des données non présentées dans ce rapport concernant l'étude d'une fraction de

la descendance de femelles An. arabiensis collectées sur le terrain et mises

individuellement à pondre au laboratoire nous ont permis de révéler la présence

effective d'allèles nuls à ce locus chez An. arabiensis. En effet, parmi la descendance de

certaines femelles apparemment homozygotes à ce locus, certains individus sont

apparus homozygotes pour un autre allèle que celui présent chez leur mère, allèle
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paternel également présent chez d'autres spécimens issus de la même ponte. Plusieurs

réplications de ces amplifications ont donné des résultats similaires et reproductibles.

Ainsi, la présence d'allèles nuls au locus 24D a donc été confirmée chez An. arabiensis.

Leur influence sur le taux de différenciation génétique estimé par Fst ou Rst peut

être importante lorsqu'ils sont présents à des fréquences variables au sein des

différentes populations comparées. Néanmoins, ces différences font partie intégrante

des divergences génétiques établies entre populations au cours de leur évolution et

doivent être prises en compte dans l'estimation du taux de différenciation génétique. En

conséquence, les informations fournies par ce locus ont été intégrées aux estimations

moyennes données lors de cette étude. D'une manière générale, les valeurs de Fst et de

Rst estimées à partir de ce locus ne se sont jamais révélées en désaccord avec les

informations provenant des autres loci utilisés (voir Tableau 3 dans la première partie et

Tableau 12 dans la troisième partie), laissant supposer une influence mineure de la

présence de ces allèles nuls.

La présence d'allèles nuls à d'autres loci microsatellites a été révélée chez An.

gambiae par plusieurs auteurs (voir annexe 1; Lanzaro et al., 1995; Lehmann et al.,

1996; Kamau et al., 1998a et b; Walton et al., 1998; Wang et al., 1999) suggérant que

ce phénomène soit relativement répandu chez cette espèce. Les mutations ponctuelles

généralement à l'origine de l'apparition de ces allèles nuls sont rares (10-9

mutation/gamète/génération, selon Lewin, 1994) et le fait qu'un nombre important de

loci semble présenter de telles contraintes plaide en faveur d'une taille effective

importante des populations constitutives du complexe An. gambiae. Ces considérations

mettent en exergue la nécessité de tester d'une manière intensive les différents loci

disponibles avant d'entamer une étude de génétique des populations à grande échelle

avec ce type de marqueurs.
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- malgré leurs avantages, les loci que nous avons utilisés au cours de

cette étude ne se sont pas révélés plus efficaces que les isoenzymes pour détecter des

différences entre les formes chromosomiques Mopti et Savane au sein du complexe An.

gambiae. Ce résultat est surprenant si l'on considère les indications fournies par

d'autres marqueurs (inversions chromosomiques et mutation kdr en particulier) qUI

suggèrent l'existence d'une forte barrière au flux de gènes entre ces formes

chromosomiques. De même, les résultats présentés en annexe 1 révèlent qu'entre deux

populations d'An. gambiae Savane séparées par plus de 6000 km, un taux de

différenciation génétique très faible et tout à fait comparable a été estimé à partir des

isoenzymes et des microsatellites, en dépit d'un polymorphisme beaucoup plus

important observé chez ces derniers marqueurs.

Un manque de puissance des marqueurs microsatellites, impliquant des

contraintes sur la taille des allèles ou, alternativement, un taux de mutation plus faible

que ce qui est généralement avancé pourrait expliquer le faible taux de différenciation

révélé au cours de ces deux études. Bien que les phénomènes d'homoplasie semblent

plus courants au niveau inter-spécifique qu'à l'intérieur d'un complexe d'espèces

jumelles (Estoup et al., 1995a) et donc à plus forte raison entre les formes

chromosomiques d'An. gambiae, Walton et al. (1998) font mention de variations au

niveau des séquences flanquantes des répétitions pour le locus 147 entre les formes

Mopti et Forêt, prélevées dans des zones géographiques différentes et éloignées. De

telles variations ne peuvent être détectées suivant notre méthode d'investigation et

pourraient en effet entraîner une surestimation du degré d'homologie entre les

populations testées, si les allèles identiques par état (allèles de même taille dans notre

cas) ne sont pas plus semblables entre eux que ne le sont des allèles de taille différente.
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Néanmoins, le fait que nos résultats soient tout à fait comparables à ceux

reportés par Lanzaro et al. (1998), utilisant d'autres loci, entre des populations Mopti et

Bamako sympatriques, suggère que des flux géniques importants relient effectivement

les différentes formes chromosomiques. Une étude plus poussée de la séquence des

allèles amplifiés pourrait alors permettre de préciser dans quelle mesure ce phénomène

d'homoplasie peut biaiser les estimations obtenues.

- il est fort probable que les profils détectés lors de notre étude sur An.

gambiae traduisent effectivement des flux de gènes importants entre les formes

chromosomiques Mopti et Savane car la preuve de la capacité des microsatellites à

révéler des différences importantes au niveau intra-spécifique a été donnée au cours de

la première partie, où des taux de différenciation génétique élevés et très significatifs

ont été mis en évidence entre 4 populations d'An. arabiensis. De même, Kamau et al.

(1998a) ont démontré leur potentiel résolutif chez An. gambiae par la mise en évidence

de forts taux de différenciation entre populations du cytotype Savane séparées par la

vallée du Rift au Kenya. Des valeurs également élevées de Fst et de Rst ont été estimées

par Lanzaro et al. (1998) entre formes chromosomiques pour les loci situés à l'intérieur

ou très proches des inversions polymorphes du chromosome 2. Toutes ces données

confirment le caractère hautement informatif des loci microsatellites pour l'étude de la

structure des populations d'anophèles et soulignent la complexité du système étudié.

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus par différents groupes de

recherche et éviter la duplication des études, il serait souhaitable de standardiser les

protocoles d'investigation entre laboratoires. Cette standardisation passe par la sélection

consensuelle d'un certain nombre de loci microsatellites parmi ceux isolés et localisés
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sur la carte génomique d'An. gambiae (Zheng et al., 1996). Très récemment Wang,

Kafatos et Zheng (1999) ont proposé l'utilisation de 24 marqueurs à motif dinucléotide

sélectionnés sur la base de leur fort polymorphisme chez An. gambiae comme chez An.

arabiensis, de leur localisation cytologique parfaitement déterminée et couvrant la

totalité du génome, et de la reproductibilité des résultats préliminaires obtenus. La taille

des allèles séquencés pour chacun de ces loci (80-196 pb) apparaît compatible avec une

bonne résolution sur gel d'acrylamide à 10%, tels que ceux que nous avons utilisés lors

de cette étude. Nous soutenons cette initiative qui devrait permettre une meilleure

cohésion des résultats générés par les différents groupes impliqués dans ce champ de

recherches.

D'un point de vue plus fondamental, nous avons vu que de nombreuses

incertitudes demeurent concernant les taux et processus de mutation des séquences

microsatellites. Parallèlement, les modèles d'analyse des données actuellement

disponibles sont basés sur un certain nombre de conditions qui sont rarement respectées

chez les populations naturelles. L'utilisation de plus en plus importante de ces loci chez

différentes espèces et sous différentes conditions expérimentales et écologiques

permettra des études plus fines des propriétés évolutives de ces marqueurs. De

nouvelles statistiques, basées sur des simulations par ordinateur et leur confrontation

aux données expérimentales collectées à partir de populations naturelles voient peu à

peu le jour et soulignent la quantité importante d'informations générées par les

variations de polymorphisme des micro satellites et la pertinence des indications qu'ils

procurent (voir par exemple Goldstein et Pollock 1997; Reich et Goldstein, 1998; Waser

et Strobeck, 1998; Goldstein et al., 1999). Il ne fait aucun doute que ces marqueurs sont

voués à un développement rapide, facilité par leur ubiquité chez les espèces animales et
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végétales, l'optimisation et l'automatisation des moyens et des protocoles permettant

d'accéder aux génotypes des individus, de traiter les données recueillies et de modéliser

leur évolution.

2. Structure des populations et flux de gènes chez An. gambiae:
implications sur les moyens de lutte antivectorielle

Le modèle biologique que nous avons étudié grâce au polymorphisme des

marqueurs microsatellites apparaît particulièrement complexe et hétérogène.

La panmixie est respectée chez toutes les populations d'An. arabiensis que nous

ayons testé confirmant ainsi 1'homogénéité des populations présentes en un lieu donné à

une époque donnée. Un très fort taux de différenciation génétique a été révélé entre

populations séparées par une distance géographique considérable représentant les

limites de la zone de répartition de l'espèce, et l'influence de l'Océan Indien comme

barrière à la dispersion des individus a été démontrée. Les résultats obtenus sont en

accord avec l'historique de l'implantation et de l'évolution indépendante des différents

isolats géographiques bien que des flux de gènes extrêmement limités semblent se

maintenir via des phénomènes occasionnels de migration assistée (cyclones ou transport

associé aux activités humaines). Au Sénégal, les populations sont très peu différenciées

et l'étude temporelle présentée en deuxième partie nous a permis de démontrer que la

composition génétique reste stable malgré les très fortes variations saisonnières de la

densité des populations en zone sahélienne. Nous avons ainsi vérifié que seuls des

changements démographiques extrêmes pouvaient induire à court terme une variation

conséquente de la diversité génétique au sein d'une population (Waples et Teel, 1990;

Tessier et Bematchez, 1999).
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Il serait souhaitable de confronter les résultats obtenus par cette méthode

indirecte à des données issues de mesures directes (écologiques) de la dispersion

effectuées sur le terrain grâce à des expériences de marquage-recapture. Or, un obstacle

majeur à la mise en pratique de ces méthodes réside en l'apparente disparition des

populations vectorielles durant les mors les plus arides. Les conditions

environnementales totalement différentes entre saison sèche et saison des pluies

(humidité relative, hauteur de la végétation... ), la disponibilité des gîtes d'oviposition et

des hôtes potentiels, certains phénomènes liés à la densité de la population et peut-être

également des paramètres liés à l'état physiologique des individus (dissociation

gonotrophique, diapause) peuvent considérablement modifier le comportement

migratoire des individus de sorte qu'il est très douteux d'extrapoler des résultats

obtenus en saison des pluies à ce qui peut se passer en saison sèche (Service, 1993;

Costantini et al., 1996; Touré et al., 1998). Il paraît alors difficile de valider nos

résultats par des études directes de la dispersion dans les mêmes conditions. Néanmoins,

nous avons pu démontrer qu'An. arabiensis était effectivement présent à Barkedji en

pleine saison sèche, renforçant ainsi les conclusions auxquelles nous sommes parvenus

par l'analyse génétique.

Dans leur ensemble, ces résultats suggèrent qu'An. arabiensis, espèce très

adaptée aux zones de savane sèches et anthropophile préférentielle mais non obligatoire,

possède des capacités d'estivation et de dispersion importantes qui en font un vecteur

particulièrement difficile à contrôler par les méthodes de lutte actuellement disponibles.

En effet, là où la transmission du paludisme a pu être enrayée suite à l'application des

stratégies de contrôle essentiellement basées sur les pulvérisations intra-domiciliaires

d'insecticide comme à Madagascar, La Réunion ou Maurice, An. arabiensis,
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contrairement à An. gambiae ou An. funestus, s'est toujours maintenu par des

phénomènes d'échappement essentiellement liés à sa capacité de survivre dans des

conditions totalement sauvages (zoophilie, exophilie). Sa présence à La Réunion et

Maurice en particulier représente toujours une menace pour le maintien de l'éradication

du paludisme et contraint les autorités locales à une surveillance ininterrompue qui

nécessite des moyens humains et financiers importants (DDASS-Réunion, 1997), une

stratégie inapplicable sur le continent Africain.

De telles zones géographiques relativement confinées pourraient représenter des

sites privilégiés pour étudier la mise en pratique de nouvelles méthodes de lutte

antivectorielle basées sur l'utilisation de moustiques transformés génétiquement,

permettant d'obtenir des renseignements précieux sur la diffusion de gènes introduits

(ou modifiés) au sein de populations dans des conditions naturelles, données

préliminaires indispensables et incontournables pour l'application de ces méthodes à

l'échelle du continent Africain. Il pourrait ainsi être judicieux d'étudier par exemple la

diffusion de gènes marqueurs portés par différents vecteurs moléculaires (transposons,

symbiotes) au sein de ces populations afin de tester l'efficacité de ces différentes

méthodes de transformation des populations naturelles (efficacité du mécanisme de

«genetic drive», stabilité du système vecteur-insert, évolution de la fréquence du gène

introduit) (Collins et James, 1996; Ashburner et al., 1998; Curtis et Townson, 1998).

La dernière partie de notre travail, consacrée à l'étude de la différenciation

génétique entre les formes chromosomiques Mopti et Savane du taxon An. gambiae s.s.

dans une zone de sympatrie en Côte d'Ivoire nous a permis de mettre en évidence

l'ambiguïté et la complexité de la structure génétique des populations au sein de cette

espèce. L'influence des conditions environnementales (donc de la sélection) sur la
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structuration génétique des populations a été mise en relief sur la base des résultats

divergents révélés par les marqueurs neutres (isoenzymes et microsatellites) et les gènes

ou fragments chromosomiques soumis à sélection (mutation kdr, inversions

chromosomiques). Une telle structuration génétique au sem de populations

sympatriques apparaît comme un obstacle à la libre circulation des gènes mais nous

avons vérifié que des échanges géniques sont toujours possibles entre les différentes

sous-unités identifiées chez An. gambiae. A l'évidence, ces échanges ne sont pas

homogènes sur tout le génome (Favia et al., 1997; Della Torre et al., 1997; Lanzarro et

al., 1998) ce qui confirme que les forts index de migration détectés traduisent bien

l'existence de flux géniques contemporains plutôt que la conservation d'un

polymorphisme ancestral commun.

Cette description empirique de la structure génétique et des interactions entre les

entités constitutives du complexe An. gambiae reflète l'hétérogénéité des profils

épidémiologiques de la transmission du paludisme en Afrique et la diversité de la

réponse des vecteurs aux moyens de lutte actuellement utilisés. Néanmoins, nous avons

vu que la composition génétique des populations reste globalement très stable au cours

du temps (deuxième partie; Taylor et al., 1993; Lehmann et al., 1998) tout en

permettant le maintien d'un polymorphisme important étroitement lié aux conditions

variables de l'environnement dans lequel ces vecteurs se développent (Coluzzi et al.,

1985; Touré et al., 1994).

Le fait que les différentes populations restent potentiellement en contact les unes

avec les autres soutient les espoirs basés sur la lutte par introduction de moustiques

transgéniques. L'objectif ultime des méthodes de lutte par insectes génétiquement

transformés est d'aboutir à la modification du patrimoine génétique des individus, non
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seulement au niveau des populations locales mais également et inévitablement, à terme,

au niveau de l'espèce entière. Ces résultats, pour être bénéfiques et justifier leur

contribution à l'amélioration de la santé publique doivent de surcroît être obtenus dans

un laps de temps raisonnable, très inférieur à l'échelle de temps associée aux processus

de l'évolution. Cette stratégie peut ainsi paraître extrêmement ambitieuse. Cependant,

l'exemple scientifiquement prouvé et reconnu de l'invasion récente et rapide «50 ans)

à l'échelle mondiale du génome de la drosophile par l'élément P (voir Clarck et

Kidwell, 1997) prouve que de telles modifications sont possibles chez les Diptères. Les

transposons pourraient ainsi se révéler d'excellents vecteurs pour la transformation

rapide des populations d'insectes et leur potentiel d'utilisation est actuellement très

étudié (Collins et James, 1996; Curtis et Townson, 1998; Ashburner et al., 1998).

Récemment, Jasinskiene et al. (1998) et Coates et al., (1998) sont parvenus à obtenir

des transformants stables chez Aedes aegypti, moustique vecteur de la fièvre jaune,

grâce à l'utilisation des transposons Hermes et Mariner, donnant ainsi naissance aux

premiers moustiques transgéniques.

D'autres études ont démontré, toujours chez la drosophile, que des symbiotes du

genre Wolbachia pouvaient envahir très rapidement et uniformément des populations

naturelles réparties sur une zone géographique très vaste (Turelli et Hoffman, 1991;

Turelli et al., 1992) et la possibilité d'utiliser de telles bactéries comme vecteurs de

gènes pour altérer la capacité vectorielle a été démontrée chez la punaise Rhodnius

prolixus (Durvasula et al., 1997). Ces vecteurs moléculaires particuliers présentent un

avantage évident pour permettre la diffusion des gènes au sein des populations dans la

mesure où la cinétique de diffusion est principalement fonction des caractéristiques du

vecteur utilisé plutôt que de l'avantage sélectif éventuellement procuré par le transféron

lui-même, qui, comme nous en avons un exemple avec la mutation kdr, peut s'avérer un
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très mauvais indicateur de la capacité de diffusion dans des conditions naturelles

pourtant favorables (forte pression de sélection d'insecticides dans ce cas). De plus,

contrairement aux gènes portés par les chromosomes, de très faibles taux de flux

géniques peuvent permettre le passage de ces systèmes d'une sous-population à une

autre (Sinkins et al., 1997; Bourtis et Q'Neil, 1998).

Les recherches sur ces différents mécanismes et leur application chez An.

gambiae sont en cours et avancent à grands pas. Parallèlement, comme nous avons pu le

mettre en évidence tout au long de ce mémoire, de nombreux groupes travaillent à

l'identification de gènes cibles potentiels ou s'attachent à étudier la structure des

populations naturelles de ces vecteurs. Ces méthodes de lutte faisant intervenir des

organismes modifiés génétiquement ne pourront toutefois être appliquées qu'après des

études très poussées de la stabilité des organismes relâchés ainsi que sous réserve de

l'accord des comités d'éthiques compétents. Des études de terrain sont alors

particulièrement indispensables afin de s'assurer que les modifications préconisées ne

vont pas entraîner une augmentation de la capacité vectorielle de ces anophèles

génétiquement modifiés pour d'autres agents pathogènes d'importance médicale ou

vétérinaire. Les résultats des recherches entreprises dans cette optique permettront à

plus court terme de mieux connaître et reconnaître ces vecteurs, leur histoire et leur

biologie afin d'optimiser la mise en œuvre et la gestion des moyens de contrôle déjà

disponibles.
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Genetic variation of Anopheles gambiae was analysed to assess interpopulation divergence over
a 6000 km distance using short tandem repeat (microsatellite) loci and allozyme loci. Differ
entiation of populations from Kenya and Senegal measured by allele length variation at five
microsatellite loci was compared with estimates calculated from published data on six allozyme
loci (Miles, 1978). The average Wright's FST of microsatellite loci (0.016) was lower than that
of allozymes (0.036). Slatkin's R ST values for microsatellite loci were generally higher than their
FST values, but the average RST value was virtually identical (0.036) to the average allozyme FST '

These low estimates of differentiation correspond to an effective migration index (Nm) larger
than 3, suggesting that gene flow across the continent is only weakly restricted. Polymorphism
of microsatellite loci was significantly higher than that of allozymes, probably because the
former experience considerably higher mutation rates. That microsatcIIite loci did not measure
greater interpopulation divergence than allozyme loci suggested constraints on microsatellite
evolution. Alternatively, extensive mosquito dispersal, aided by human transportation during
the last century, better explains the low differentiation and the similarity of estimates derived
from both types of genetic markers. '

Keywords: allozymes, Anopheles gambiae, genc flow, microsatellites, population genetic struc
ture, population genetics.

Introduction

In sub-Saharan Africa Anopheles gambiae is the prin
cipal vector of human malaria, a disease which
continues to inflict immense misery despite substan
tial efforts to bring it undercontrol. An understand
ing of the genetic structure of A. gambiae
populations is critical in evaluating the possibility of
genetic manipulation of this speeies to block malaria
transmission (e.g. Collins & Besansky, 1994; Cramp
ton et al., 1994). Moreover, such understanding
could also aid control based on currently available
technology, such as in the management of insecti
cide resistance.

*Correspondence.

192

Microsatellite loci have been described as power
fuI markers for measuring intraspecies differentia
tion because of their high polymorphism,
codominance, abundance througliout the genome,
and relative ease of scoring (Bowcock et a!., 1994;
Estoup et al., 1995). A microsatellite survey in A.
gambiae (Lanzaro et al., 1995) demonstrated the
above features and concluded that microsatellite loci
are superior to allozymes for studies of population
structure. Currently several groups are using micro
satellite loci to assess gene flow and related pheno
mena in the A. gambiae complex of species. The
forces that shape allele composition at such loci are
poorly understood, however (Edwards et al., 1992;
Di Rienzo et al., 1994; FitzSimmons et al., 1995;
Garza et al., 1995), and sorne evidence suggests that
these forces include biased mutation rates (Garza et

© 1996The Genetical Society of Great Britain.
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al., 1995) and/or selection acting on allele size
(Epplen et al., 1993). If such forces strongly influ
ence allele composition at these loci, estimates of
differentiation between populations and rates of
gene flow will be misleading, because they are
derived on the basis of genetic drift, migration, and
random mutation as the main forces in operation.

Using five polymorphie microsatellite loci, we
measured differentiation between populations of A.
gambiae from Kenya and Senegal that represent two
geographical extremes (6000 km) in the range of this
species. Assuming that gene flow is restricted by
distance, genetic differentiation between these popu
lations would be expected to be near the maximum
possible for the species. Additionally, we compared
differentiation based on microsatellite loci, using
both Wright's FST and Slatkin's Rm to differentia
tion based on the allozyme data (Miles, 1978) using
Wright's FST derived from populations in Kenya and
The Gambia. The rationale for this comparison was
to evaluate the possibility that constraints on micro
satellite loci such as biased mutation rates or selec
tion on allele size could yield lower estimates of
population differentiation than those based on allo
zyme data.

Materials and methods

Study sites

The Asembo Bay area in western Kenya is located
on the northern shores of Lake Victoria. It is a
relatively flat, densely populated landscape, tra
versed by semipermanent streams. During the major
rainy season (April to July), many mosquito breed
ing sites are available. Mosquito populations are
much reduced during the dry season, when larval
breeding sites are scarce. The village of Barkedji in
north Senegal is located in the Sahelian region, and
A. gambiae can be found only during the June to
December rainy season. In both sites, mosquitoes
were collected from houses less than 2 km apart to
minimize the possibility of sampling members of
different demes.

A4osquftocoHecûon

In Kenya, mosquitoes were aspirated at dawn from
bed nets hung the previous evening over the beds of
sleeping volunteers. The nets were hung in a manner
to leave a space for the mosquitoes to enter. Thus,
samples consisted of blood-fed and blood-seeking
females. In Senegal, mosquitoes were aspirated after
landing on human volunteers or collected from the

© The Genetical Society of Great Britain, Heredity, 77, 192-208.

floor after spraying the interior of houses with pyre
thrum insecticide early in the morning. Collections
werè carried out in Kenya between 28 June and 6
July 1994 and in Senegal on 5-6 October 1994. Only
the savanna cytotype of A. gambiae (Coluzzi et al.,
1985; Fontenille, unpublished data) and A. arabiensis
of the A. gambiae complex, were present in both
study sites. Only A. gambiae were included in the
analysis, however, after species identification (Scott
et al., 1993).

DNA extraction and genotype scoring

DNA from individual specimens (or parts of a speci
men) was extracted as described by Collins et al.
(1987) and resuspended in water or TE buffer
(Sambrook et al., 1989). Loci 33Cl, 29Cl, lDl and
2Al were identified in cloned A. gambiae genes
(Table 1). Locus 33Cl is from the dopa decarbox
ylase (Ddc) gene (P. Romans, unpublished data),
29Cl is from the xanthine dehydrogenase gene (F.
Collins, unpublished data), lDl is from the actin ID
gene (Salazar et al., 1993), and 2Al is from the white
gene (Besansky et al., 1995). Locus AG2H46 was
isolated from an A. gambiae chromosome division
specifie library (Zheng et al., 1991) by probing with a
labelled GT -repeat oligonucleotide. Microsatellite
alleles were PCR amplified and viewed by auto
radiography using incorporation of alpha-Pl' dATP
(Amersham) into the PCR product or using a
primer end-labelled with gamma-PP dATP
(Dupont). Both techniques provided identical
results. Standard PCR in 20 ilL reaction volume was
run in a Perkin-Elmer 9600 thermal cycler. For
incorporation of radiolabelled dATP, a mixture
containing 0.2 mM each of dGTP, dCTP, dTTP;
0.05 mM of dATP (Perkin-Elmer) and 0.4 ilL of
alpha-PP dATP at 1000-3000 Ci/mmol; 5 ng/IlL of
each primer (approx. 15 pmol); 1 x reaction buffer
(Boehringer Mannheim); and 0.035 units of Taq
polymerase (Boehringer Mannheim) was used. For
PCR reactions with one end-Iabelled primer, ail
dNTP concentrations were 0.2 mxr, 2 pmol radio
labelled primer with 8 pmol of the same primer,
which was not radiolabelled, 10 pmol of the comple
mentary primer and the other components unchan
ged. An equivalent of 1/100 or less of genomic DNA
extracted from a whole mosquito was used. PCR
conditions were: denaturation at 94°C for 5 min,
followed by 30 cycles consisting of 94°C for 25 s,
55°C for 28 s, and noc for 30 s. The last elongation
step was at noc for 5 min. The PCR product was
mixed (3:2) with formamide stop solution (Amer
sham), denatured at 94°C for 5 min before loading
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Table 1 Microsatellite loci in Anopheles gambiae: cytologicallocation, repeat
sequence and primer sequences

Locus

AG2H46

33Cl

29Cl

lD1

2Al

Cytol.
Location"

IIR:7A

IIIR:33C

IIIR:29C

X:ID

X:2A

Repeat

GT

AGC

TGA

CCA

10/6
bases

Primersr

CGC CCA TAG ACA ACG AAA GG

TGT ACA GCT GCA GAA CGA GC

CAA AGA AAG CGC CCA TAG AC

CGC TGT GTT TTC GTC TTG TA

TTG CGC AAC AAA AGC CCA CG

ATG AAA CAC CAC GCT CTC GG

ATG TTC CAG AGA CGA CCC AT

TGT TGC CGG TTT GTT GCT GA

TAA TGG TCC CAA ATC GTT GC

GTT ATC CAC TGC GCA TCA TG

GAA TTC GTT TAG AGT CTT TC

GTA TAC AGG CCT TTG TTT CC

"The cytological position of each locus was determined by polytene
chromosome in situ hybridization (Kumar & Collins, 1993).
[For locus AG2H46 the upper pair refers to the original primers and the lower
pair to alternative primers (see Materials and methods).

3 ilL of the mixture onto a 6 per cent acrylamide,
7 M urea sequencing gel (Life Technologies) in
parallel to a 2-lane-Iadder standard, which was
loaded every 10-20 lanes. The standard, constructed
by sequencing an AT-rich region of A. gambiae
mtDNA with the dideoxy terminators ddA and ddT
(Beard et al., 1993), allowed exact determination of
allele size. Autoradiographs of gels, developed after
overnight exposure, were visually inspected and
allele size was determined. Alleles were distin
guished from occasional artefacts by intensity and
size. These criteria were tested by scoring the alleles
at loci IDI and AG2H46 in laboratory-reared
progeny of parent mosquitoes with known geno
types. AlI scored genotypes were in complete
concordance with the genotypes expected from the
test crosses.

At locus AG2H46, no PCR product was visible in
repeated reactions for approx. 5 per cent of the
specimens that were scored successfully for other
loci. Using alternative primers, which flank the sites
of the original primers (Table 1), PCR products
were obtained. Subsequent sequencing revealed a
mutation in one of the original primer annealing
regions. For this locus 2/3 of the homozygotes
scored with the original primers were found to be
heterozygotes when PCR amplification was carried
out with the alternative primers. No 'hidden' hetero
zygotes were found in the other microsatellite loci
using alternative primers.

A//azyme data

To identify allozyme alleles that could be used to
identify the different cryptic species in the A.
gambiae complex, Miles (1978) examined variation
at 18 loci from A. gambiae complex populations
from different parts of Africa. Allele frequency data
based on sampie sizes larger than six mosquitoes
were summarized only for the loci alpha-naphthyl
acetate esterases (E5T-I, E5T-2, E5T-3), octanol
dehydrogenase (ODH) and phasphaglucomutases
(PGM-I, PGM-2). These data for the populations
from Kenya (Chulaimbo) and Gambia (Mandinari,
having the largest sampie size) were used. Addi
tional analyses including samples from East, West,
and Central Africa were carried out to evaluate the
consistency of these results (see Discussion). We
have assumed that the population structure of A.
gambiae across the continent has not changed signi
ficantly between the time of Miles's study and the
present.

Data ana/ysis

Goodness of fit tests of genotype distributions with
Hardy-Weinberg expectations in each population
were performed for each microsatellite locus, after
pooling rare alleles to achieve expected values per
cell higher than two. Because genotype data were
not available for the published allozyme data, analy-
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sis was carried out on allele frequencies, assuming
random mating in each population. F-statistics were
calculated based on Wright (1978) for microsatellite
and allozyme data using BIOSYS (Swofford &
Selander, 1989). This method adjusts for sampling
variation and does not require genotype frequencies.
RST (Slatkin, 1995), a statistic related to F ST

developed specifically for microsatellite loci,
accounts for sampling variation and especially for
the different mutation process thought to occur in
microsatellite loci (high mutation rate and partial
dependence of the mutant allele size on the original
allele size). Slatkin's method relies on the assump
tions of no constraints on allele size and that the
mutation process is similar across ail allele sizes.
Calculation of the repeat number for each allele was
based on a known sequence, where the length of the
regions flanking the repeated motif was subtracted
from the total allele length, and the result was
divided by the length of the repeat unit. The sizes of
a few alleles at locus 33CI differed by an amount
that was not equal to the size of a repeat (Fig. 1)
and R ST calculation proceeded based on the follow
ing assumptions, namely that these alleles were
created by an insertion/deletion of one nucleotide
that occurred outside the repeat region, allowing
rounding of the repeat number to the nearest
integer. These noncanonical alleles had low
frequency, comprising together eight per cent in
both populations, thus even if these assumptions
were wrong, the effect would be smal!. Locus 2AI
had a complex series of allele sizes (Fig. 1) resulting

from several repeat motifs of different sizes. Calcu
lation of R ST for locus 2AI was based on the assump
tian' of a closer relationship between alleles of
similar size, and thus rounding was performed based
on the smallest motif size (6 bases). However, as the
effect of this procedure was not known, average RST

values for the set of microsatellite loci were
calculated with and without this locus (Table 4).

Significance of the FST was evaluated based on a
chi-square test of the contingency table of allèle
frequencies by populations, after pooling rare aile les
such that expected cell counts would be higher than
2, and no more than 20 pel' cent of the cell counts
would be lower th an 5. Significance of the R ST (and
RIS) was evaluated based on an F-test in a nested
ANOVA on the repeat number in a model including
the individual and the population as factors (Slatkin,
1995). The average R ST was calculated from the
averages of the within-population and total variance
components across loci. Estimates of Nm were
derived from F ST for two populations according ta
Slatkin (1995): Nm = 114 (l/FsT-l). Nm was derived
from RST by substituting RST for FST ' Calculations not
available in B10SYS were carried out by programs
written in the SAS language (SAS Institute, 1990).

Results

Microsatellite loci were highly polymorphie in both
populations, with an average of 1.8 alleles (ranges of
2-13) pel' locus per population. The average
unbiased heterozygosity was 0.63 (range of

%
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Fig. 1 Allele composition at micro
satellite loci in East and West African
Anopheles gambiae.
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0.26-0.87, Table 2 and Fig. 1). Allozyme loci were
moderately polymorphie with an average of 3.2
alleles (between 1 and 6) per locus, and the average
unbiased heterozygosity was 0.38 (range of 0.0-0.76)
(Table 2 and Fig. 2). Although the average unbiased

heterozygosities of both microsatellite and allozyme
loci were slightly higher in East Afriea, the differ
eûces were not significant (signed rank paired test by
locus = 15, d.f. = 10, P>0.21 and Table 3), suggest
ing no large difference in effective population sizes

Table 2 Polymorphism of microsatellite and allozyme loci in populations of Anopheles gambiae from Kenya and
Senegambia

Kenya * Senegambia*

No. of Common No. of Cornmon
Locus N alle1es allele % HET Hot N alle1es allele % HET Hot

Microsatellites
AG2H46 50 10 28 0.856 0.760 50 13 22 0.870 0.860
33CI 50 12 40 0.732 0.580 50 11 43 0.737 0.720
29CI 50 3 58 0.500 0.480 50 2 85 0.258 0.260
IDI 50 6 61 0.541 0.500 49 3 59 0.504 0.449
2AI 50 8 50 0.679 0.640 50 10 57 0.629 0.640
Average 50 7.8 47.4 0.662 0.592 49.8 7.8 53.2 0.600 0.586
Allozymes
EST-I 24 3 75 0.415 22 3 48 0.591
EST-2 24 3 50 0.550 22 4 68 0.481
EST-3 24 6 42 0.755 22 6 52 0.671
ODH 22 1 100 0.000 22 2 98 0.045
PGMI 22 3 75 0.409 22 3 77 0.385
PGM2 22 2 89 0.206 22 2 96 0.089
Average 23 3.0 71.1 0.389 22 3.3 87.8 0.377

"For microsatellites, the Kenyan population was obtained from Asembo Bay and the Senegalian population from
Barkedji; for allozymes (Miles, 1978), the Kenyan population was obtained from Chulaimbo and the Gambian population
from Mandinari.
j Unbiased heterozygosity (Nei, 1978).
tObserved heterozygosity based on direct count of heterozygotes.

%
60 60

50 E8T-3
ODH E8T-160

40

30

Fig. 2 AlIe1e composition at allozyme
loci in East and West African
Anopheles gambiae.
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between these populations from East and West
Africa. The heterozygosity of microsatellite loci,
however, was significantly higher than that of allo
zymes (Table 3). This difference was expected,
based on known higher mutation rates reported for
microsatellite loci (e.g. Dallas, 1992; Weber &
Wong, 1993).

Deviations from Hardy-Weinberg expectations
were not significant (P> 0.05) for ail microsatel1ite
loci in both populations (data not shown). Similarly,
the within-individual variance component of the
number of repeats tested by nested ANOVA (Slatkin,
1995) was not significant for al1 loci (data not
shown). No evidence was obtained for nonrandom
mating in the populations.

The allele compositions of both microsatel1ite and
allozyme loci were very similar between West and
East Africa (Figs 1 and 2). Every al1ele with a
frequency higher than five per cent in a given popu
lation was also found in the other population, and
the most common allele was the same in both popu-

Table 3 The differences in locus unbiased heterozygosity
(HE) between genetic markers and locales (as indicators
of Ne): ANOVA results

Source d.f. Mean square P

Model* 2 0.170 0.060
Error 19 0.052
Genetic marker 1 0.334 0.020
Population 1 0.007 0.724

Model R2 = 26%.
See Table 2 for group means.
*Interaction term was removed after it was found to be
not significant when included (P>0.8).

lations for four of the five microsatel1ite loci (Fig. 1)
and four of the six allozyme loci (Fig. 2). Differ
entîations of the populations, as measured by FST

and R ST were accordingly low (0.0-0.09, Table 4)
and al1 Nm values were larger than 1. The RST values
of microsatellite loci were higher than their corres
ponding FST (except for locus 2AI, see Materials and
methods), as expected of loci with high mutation
rates, and with high likelihood that the same allele
could be produced by independent mutations
(Slatkin, 1995). Nevertheless, the RST (and FST )

values of AG2H46 and 29CI were significant,
whereas only the FST but not the RST of locus 2AI
was significant (Table 4). Likewise, the F ST values of
two of the six allozyme loci were significant.

Discussion

A remarkable similarity in allele profile of A.
gambiae populations 6000 km apart was evident at
microsatellite and allozyme loci. The significance of
the divergence indices in two (or three if F ST is used)
of the five microsatellite loci and in two of the six
allozyme loci implies that a degree of separation
between the gene pools do es exist. However, low
estimates of interpopulation differentiation were
measured by Wright's F ST and Slatkin's RST , corres
ponding to high estimates of the average migration
index (Nm > 3) across this enormous distance.
Genetic differentiation at 'neutral' loci because of
genetic drift is expected if Nm < 1 but not if Nm> 1
(Slatkin, 1987). The consistency of the differentia
tion indices across loci, i.e. ail 11 estimates fall in a
narrow range of 0-0.087, implies that heterogeneity
among loci in each marker group was not large.
Accordingly, considering the three loci with the

Table 4 Differences between Anopheles gambiae populations from Kenya and Senegambia based on microsatellite and
allozyme loci

Microsatellites Allozymes

Locus (NbNs)t Wright's FST (Nm) Slatkin's RST (Nm) Locus (Ng,Nk) Wright's FST (Nm)

AG2H46 (50,50) 0.013* * (9.5) 0.0624*** (1.9) EST-I (22,24) 0.087*** (1.3)
33CI (50,50) 0.0 NS (~l) 0.0000 NS (~1) EST-2 (22,24) 0.018 NS (6.8)
29CI (50,50) 0.077*** (1.5) 0.08620*** (1.3) EST-3 (22,24) 0.037** (3.3)
IDI (50,49) 0.0 NS (~1) 0.0097 NS (12.7) ODH (22,22) 0.0 NS (~1)

2AI (50,50) 0.01** (12.4) 0.0029 NS (42.5) PGM-I (22,22) 0.0 NS (~1)

PGM-2 (22,22) 0.0 NS (~1)

Average 5 loci 0.016 (7.7) 0.0358 (3.4) Average 0.036 (3.3)
4 loci 0.0469 (2.5)

tSample size (mosquitoes): Nb Kenya; N" Senegal; and Ng, Gambia.
NS P>O.OS, **P<O.Ol, ***P<O.OO1.
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highest differentiation estimates from each group
increased the average RST of microsatellite loci to
0.061 (corresponding to an Nm = 1.9) and the
average divergence of allozymes to only 0.047
(corresponding to an Nm = 2.5). Thus, even these
estimates imply extensive gene flow across the conti
nent. Furthermore, regional analyses of Miles's
(1978) six-loci data including either 10 or six local
ities divided into West (Gambia), East (Kenya and
Tanzania), and Central Africa (Nigeria and Camer
oon) with samples larger than 12 or 20 mosquitoes,
respectively, provided slightly lower estimates of
between-region FST (0.015 and 0.021, data not
shown).

For comparison, microsatellite loci in the honey
bee, Apis mellifera, measured far greater divergence
between populations within lineages, with an
average FST value of 0.34 (Estoup et al., 1995),
whereas allozyme variation hardly exists. Pairwise
average FST values for populations within the least
differentiated honey bee subspecies, separated by
less than 2500 and 2000 km (two from France and
one from Sweden), were 0.083 and 0.042, respect
ively, vs. 0.016 in the populations of the present
study (Table 4). The mosquito Aedes aegypti showed
a complex structure with substantial differentiation
on a worldwide scale (Powell et a!., 1980), although
extensive gene flow (Nm > 9) was observed across
approx. 150 km in Puerto Rico (Apostol et a!., 1995).
Even greater geographical differentiation was
observed in Aedes albopictus in Malaysia and Borneo
(Black et a!., 1988).

Because mark-release-recapture experiments have
suggested that active dispersal in A. gambiae is
restricted to a few kilometers (Gillies & De Meillon,
1968), it is unlikely that active dispersal accounts for
the low differentiation. An alternative explanation is
that A. gambiae, a highly domestic mosquito, has
expanded to its current range in recent evolutionary
time in response to the major expansion in human
population density that followed the development of
agriculture in West Africa about 2000-5000 years
ago (Coluzzi et al., 1985). It is conceivable that with
population expansion occurring within the past few
thousand years and with large effective population
size, the divergence of populations across the
African continent could remain low today.

The similarity of estimates of divergence meas
ured by marker systems so different in their time
scale resolution is surprising. Microsatellite loci
evolve considerably faster than allozyme loci, and
have mutation rates of 10-3_10-4 per locus per
gamete per generation (Dallas, 1992; Weber &
Wang, 1993) vs. 10-6_10-9 for allozyme loci (Ayala,

1976). Thus they are expected ta detect differentia
tian between populations that occurred over shorter
periods. The lower polymorphism of the allozymes
as compared with the microsatellite loci (Tables 2
and 3) is consistent with the mutation rates of the
microsatellite loci being higher than those of the
allozyme loci. In spite of mutation rates at least one
scale order higher than that of allozymes, the R ST

estimate for the microsatellite loci was not higher
than the FST for the allozymes. The failure of micro
satellite loci to detect greater divergence than allo
zyme loci suggests the existence of constraints on
their evolution, such as biased mutation rates (Garza
et al., 1995) and/or selection for certain allele sizes
(Epplen et al., 1993).

Alternatively, dispersal via bath active and passive
transportation of A. gambiae during the past century
might be much higher than generally appreciated.
Surprisingly high numbers of A. gambiae have been
captured in trains and boats in Africa (Holstein,
1954). The rapid geographical spread of this
mosquito after its introduction into Brazil in 1930
also indicates considerably higher rates of dispersal
than commonly appreciated. The spread of A.
gambiae in Brazil from its point of introduction in
1930 to the extreme extent of its range in 1938-40
was at an average minimal rate of 50 km y- 1, based
on Saper & Wilson (1943). This is probably an
underestimate because (1) it is based on the detec
tion of new, fully established populations rather than
small numbers of migrants, (2) the estimate assumes
a constant rate of movement over the entire 10-year
period, and (3) populations could successfully spread
only in the north-westerly direction. If migration at
such a rate is also occurring in Africa, it may be
sufficient to explain the low levels of genetic diver
gence between populations in East and West Africa.
Furthermore, such high rates of migration would
also explain our finding of similar estimates of diver
gence obtained by the two different marker systems,
without the need to invoke constraints on their
evolution.

The low levels of genetic differentiation between
populations from East and West Africa would seem
to be incompatible with the very high levels of
chromosomal-inversion-based genetic population
structure recorded in A. gambiae populations,
particularly from West Africa (Coluzzi et al., 1985;
Lanzaro et a!., 1995). Several distinct chromosomal
forms and a series of climato-geographically stable
clines in the frequencies of certain chromosomal
inversions are characteristic of many populations in
West Africa, whereas they have not been found in
East Africa despite extensive karyotype data from
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Kenya and Tanzania. These reports of highly struc
tured West African populations might suggest
restricted gene flow in sympatric populations across
dimensions other th an geographical distance - the
only dimension explored in this study. It is important
to note that the Savanna chromosomal form is the
only form known to occur in Kenya (Coluzzi et al.,
1985) and Barkedji (Fontenille, unpublished data).
Additionally, the strong selection operating on many
of these chromosomal inversions that is evident by
regular seasonal or spatial-climatological change in
karyotype frequencies may render them unsuitable
for gene flow evaluations.

At this point there is insufficient information to
explain the low differentiation of A. gambiae popula
tions across Africa by ruling out either the hypothe
sis of recent expansion, which is coupled with
constraints on microsatellite evolution, or the
hypothesis of migration augmented by transporta
tion. Information based on additional genetic loci,
different genetic markers, and populations on micro
and macrogeographical scales is necessary before
final conclusions can be reached.
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ABSTRACT

Polymorphism at nine micro satellite loci was examined to assess the level of genetic

differentiation between four Anopheles arabiensis populations from Senegal, high

plateaux of Madagascar, Reunion and Mauritius islands. Eight out of nine loci showed

great polymorphism (2 to 16 aUeles/locus) and significant genetic differentiation was

revealed between all four populations by F- and R-statistics, with Fst estimates ranging

from 0.080 to 0.215 and equivalent Rst values between 0.022 and 0.300. These high

amounts of genetic differentiation are discussed in relation with geographical distance

inc1uding large bodies of water, and history of mosquito settlement and insecticide use

on the islands. The results suggest that historical events of drift rather than mutation are

probably the forces generating genetic divergence between these populations,

homogenization of the gene pool by migration being drasticaUy restricted across the

ocean.
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INTRODUCTION

Members of the Anopheles gambiae complex

are the principal human malaria vectors

occurring ln sub-Saharan Africa and

surrounding islands. Among the seven sibling

species belonging to the complex, An. gambiae

Giles and An. arabiensis Patton are the most

efficient malaria vectors and widely coexist

throughout the continent. The latter species,

however, is more adapted to dryer environments

1 and remains active significantly longer than

An. gambiae after the end of the sahelian rainy

season.' While both species are highly

anthropophilic, An. arabiensis shows a greater

tendency to feed and rest outdoors, particularly

in East Africa, and is accordingly less

susceptible than An. gambiae to the effect of

house-spraying' the most commonly used

method to control adult mosquito populations.

Alternative strategies for efficient malaria

control are desperately needed and current

efforts tend to focus on a long-term goal of

using transgenic mosquitoes with reduced

malaria competence.v 5 Provided reliable

techniques for arthropods transformation and

efficient, stable and safe trasgenes are

available," a comprehensive knowledge of the

target mosquito population's genetic structure

appears absolutely necessary to properly

evaluate the outcome of field releases of

transgenic vectors. The area of insecticide

management will also bene fit from the study of

gene flow which allows prediction of the spread

of resistance genes. Conflicting results have

been obtained for An. gambiae populations in

West and East Africa using different genetic

markers. 7-12 These include chromos omal

inversions, allozymes, Random Amplified

Polymorphie DNA (RAPD), mitochondrial

DNA sequences and microsatellite loci analysis.

Sorne of these markers were found to correlate

with environmental parameters. For example,

spatial and temporal variability of chromos omal

inversion frequencies suggest important

constraints acting on these markers that could

lead to erroneous observations in term of gene

flow. 7

Microsatellites are relatively short tracts of

tandemly repeated DNA sequences of 2 to 6 bp.

13 These loci have been described in recent

studies as being powerful markers for

population genetics because of their abundance

throughout Eukaryote genomes, high

polymorphism, codominance and relative ease

of seoring. 14, 15 While they are considered

selectively neutral, evidence for constraints

acting on sorne of these loci include biased

mutation rate 16 or selection on allele size and

distribution. 17·19 However, the forces that shape

allele composition at microsatellite loci remain

poorly understood and the intensity of

constraints they experience may differ from one

locus to another. Nevertheless, because of high

mutation rates estimated to range between 10.2

to 10-5 mutation per generation 20,21 due mostly

to replication slippage (e.g. Levinson and

Gutrnan 22 for a review), those fast evolving loci

revealed appropriate for fine scale population

genetics studies and should provide most

accurate descriptions of the actual levels of gene

flow accessible by indirect studies (see Bossart

et al. 23 and references therein).
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While An. gambiae s.s. has been extensively

studied, very little work has been conducted on

An. arabiensis population genetics despite its

importance as a malaria vector. Furthermore,

this species should be a more suitable candidate

than its sibling An. gambiae to test for

efficiency of transgenic mosquitoes control

strategies applications in the fields to reduce

malaria burden. Indeed, malaria control by

antivectorial means should prove more efficient

in low or unstable malaria areas where

transmission could be reduced in a sufficient

amount to allow subsequent epidemiological

impact. 24, 25 Such areas, located on the edges of

Sub-Saharan Africa (dry savannas on the south

border of the Sahara desert, northem South

Africa or highlands) are generally colonized by

An. arabiensis only, environmental conditions

being highly restrictive to establishment of An.

gambiae populations. In the present study,

genetic variation at nine microsatellite loci was

investigated in four geographically well-isolated

An. arabiensis populations from Senegal,

Madagascar, Reunion and Mauritius. The

purpose of this work was to assess the following

points, (1) Are microsatellite loci isolated from

An. gambiae DNA a suitable tool to study the

population genetics of its sibling species An.

arabiensis? (2) What is the level of genetic

variation in An. arabiensis natural populations?

(3) Is this variability a global trait over all

samples or does it depend on specifie

characteristics of the population under study?

(4) What could be the factors affecting the

genetic variability distribution among

populations and what is their influence in terms

of genetic structuring and gene flow? Results

were analysed in relation with geographical

distance including barriers to migration (ocean)

and historical events of colonization and

extinction on the islands (initial founder effects

and bottlenecks due to insecticide use).

MATERIALS AND METHODS

Study sites

Senegal:

The village of Barkedji (15°17'N, 14°53'W) is

located in the Sahelian region. The rainy season

is short, extending from July to October, with

little annual variation in the amount of rainfall

(300 to 400 mm). An extensive study of malaria

vectors ecology and population dynamics in this

location showed that the vectors are An.

arabiensis and An. gambiae. 2 Because no

mosquito breeding sites are available during the

dry season, malaria transmission is highly

seasonal.

Madagascar:

Fenoarivo (19°47'S, 46°34'E) is a village on the

high plateaux of Madagascar, the largest island

in the Indian Ocean (587000 krrr') located 350

km away from the east coast of the african

continent. At an elevation of 1235m, Fenoarivo

is surrounded by flooded rice fields. The hot

rainy season lasts from November to April with

an annual rainfall of around 1,400 mm. A

malaria eradication program based on DDT

spraying and chemoprophylaxis was held from

1949 until elimination of the disease in the early

1960s, sorne local irregular DDT spraying being

kept until 1975 (for a review, see Mouchet and

others 26). However, malaria was still occurring

in certain particular areas in the island and, due

to the lack of control measures, the situation

worsened until the occurrence of an epidemie
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malaria in 1986-1988. Yearly DDT spraying

was then reintroduced from 1993 to the present.

In Madagascar, malaria transmission is carried

out by the An. gambiae complex and by An.

funestus, 27 but An. arabiensis and An. funestus

are the only two malaria vectors present on the

high plateaux. 28

Mascarene Islands:

Reunion (2500 km") and Mauritius (2000 krrr'),

two islands 240 km apart, belong to the

Mascarene archipelago. They are located in the

Indian Ocean at 20 to 25°S latitude and 55°E

longitude, respectively 800 and 1000 km away

from the east coast of Madagascar. Mosquitoes

were collected in a single location on the

northwestem part of Reunion called « Etang de

Saint Paul» while mosquitoes from Mauritius

were collected from ail over the island (17

locations) and pooled. The annual amount of

rainfall ranges from 5000 mm in upwind

locations to 500 mm in downwind ones.

Cyclones often occur during the December to

April rainy season. Following strong malaria

vector control measures and intensive quinine

prophylaxis campaigns in the early fifties,

malaria was declared eradicated from Mauritius

in 1973 and from Reunion in 1979 by WHO. 29

Presently, these islands are in an « anophelism

without malaria» state with An. arabiensis as

the only potential malaria vector. 30, 31 In order

to prevent reemergence of the disease, malaria

situation rests on a careful epidemiological and

entomological surveillance. Anopheles merus

Dënitz, another member of the An. gambiae

complex is also present in Mauritius, where salt

water breeding sites are available.

Mosquito collection

Female specimens of the An. gambiae s.l.

complex from the four study sites were collected

either by landing on human volunteers or after

indoor pyrethrum spraying early in the moming.

Mosquito collections were carried out in August

of 1994 in Senegal, in February of 1995 in

Reunion, in November-December of 1996 in

Madagascar and in March-April of 1997 in

Mauritius.

Ali the mosquitoes were stored individually in

1.5 ml tubes with desiccant and kept at -20°C

until further analyzed.

DNA extraction and Microsatellite peR

processing

DNA was extracted from a leg or wing of each

individual mosquito as described by Collins and

others 32 and resuspended in 100 III sterile

distilled water. Only An. arabiensis were

included in the analysis after species

identification using the PCR technique

described by Scott and others. 33 A set of about

50 specimens per location was investigated,

excepted for the Mauritius population where

only 44 specimens were available.

Microsatellites loci were selected from

published An. gambiae sequence data 34, 35 and

nine of them were chosen for further analysis

based on high polymorphism exhibited in An.

gambiae, allele sizes ranging from 100 to 200

bp (to optimize detection using 10% acrylamide

gels), and successful preliminary amplification

ofAn. arabiensis DNA (Table 1).

Standard PCR was mn in a Perkin-Elmer 9600

thermal cycler in 25 III reaction volume

containing 2.5 III 10x PCR buffer (Pharmacia

Biotech) with MgCl2 final concentration of 1.5
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mM, 0.2 mM each dNTP, 100 ng each primer

(approx. 15 pmo!), 1 Taq polymerase unit

(Pharmacia Biotech) and 5 ul DNA extraction.

PCR conditions were: denaturation at 94°C for

2 min, followed by 30 cycles consisting of 94"C

for 25 s, standard annealing temperature for all

primers at 55°C for 28 s, and noc for 30 s. The

last elongation step was at noc for 10 min.

PCR products were then mixed with 6x loading

buffer containing glycerol, bromophenol and

xylene cyanol blue. A 10 ul aliquot of this

mixture was loaded onto a 10 per cent non

denaturing polyacrylamide gel. The allelic

bands were visualized after rapid silver staining.

36 A few samples that provided the whole

spectrum of alleles present at a particular locus

were amplified and mixed together to form an

allelic ladder for this locus. All samples were

scored against such allelic ladders and

sequencing of one of those alleles allowed exact

determination of the molecular length of each

allele at each locus.

Data analysis

Genetic variability parameters (namely allelic

frequencies, observed and expected

heterozygosity under Hardy-Weinberg' s

equilibrium and mean number of alleles per

locus) were assessed for each locus in each

population using BIOSYS-I software. 37

Genotype frequencies were tested against

Hardy-Weinberg expectations for each locus in

the pooled population and for each location.

Exact goodness-of-fit tests were performed

using GENEPOP 3.1. 38 Possible non-random

allelic associations between pairs of

polymorphie loci were assessed within each

population using Fisher's exact test on

contingency tables. The same procedure was

then performed across all populations (Fisher's

method for a global test). 38 The significance

level for each test was adjusted to take into

account the other tests using the sequential

Bonferroni procedure. 39, 40 Differentiation

between populations was examined by F-

statistics (Wright 4\ calculated according to

Weir and Cockerham 42) and their

microsatellite's equivalent, R-statistics. 43 The

latter was assessed using a program written in

the SAS language 44 by T. Lehmann. 12

Significance of Fis and Fst was assessed using

the exact probability test and the exact test of a

contingency table testing homogeneity of

genotypic frequencies among populations,

respectively (available in GENEPOP 45).

Significance of Ris and Rst was evaluated by an

F-test in a nested ANOVA on the allele length

in a model including the individual and the

population as factors. 43 The average Ris across

loci and/or populations was estimated by doing

the simple means of individual Ris estimates,

allowed by sufficient sample sizes (between 44

and 52 individuals per population) and relative

homogeneity of the results. Average Rst was

calculated following Slatkin 43 from the

averages of the within-population and total

variance components across loci.

The number of effective migrants (Nm) was

estimated using three different ways, either by

Slatkin private alleles method 46 (namely, alleles

found in only one population as referred to in

Neel 47), and from F- and R-statistics of each

locus according to Wright's formula Nm =

(l/Fst - 1)/4. 48 This formula assumes

independence between loci and an island model

of migration. Nm was derived from Rst by

substituting Rst for Fst and modifying Wright's

formula according to Slatkin 43 to incorporate
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sampling considerations. Nm values derived

from X-linked loci were adjusted to their lower

effective population size (Ne: see Wright, Hartl

and Clark). 41,49

RESULTS

Genetic variability and Hardy-Weinberg

equilibrium

Microsatellite loci were highly polymorphie

with a number of distinct alleles per locus

ranging from 2 for locus 29C up to 16 for locus

26 (Table l, mean number of alleles per locus

on pooled populations = 7.6). Locus 49 was

found to be fixed in most An. arabiensis

populations with a single allele of 87 bp. In the

Senegal population, two other alleles were

found only once (frequency < 0.01 for each

one). This locus was therefore considered

monomorphic and was not taken into account in

further analyses. Loci 7 and 29C were also

found to be monomorphic in the Reunion

population. Figure shows the allele

composition and distribution of frequencies for

the 8 polymorphie microsatellite loci in the four

An. arabiensis populations tested.

The observed number of alleles per locus

(Figure 1 and Table 2) was significantly

different among the four populations ( F-test on

a One-Way ANOVA: F=5.706, P=0.0035) but

no significant difference was observed when

average unbiased heterozygosities under Hardy

Weinberg equilibrium were compared (F=2.264,

P=0.103). Pairwise comparisons of the observed

number of alleles per locus showed hierarchical

clustering of the four populations studied in the

order: Senegal-Madagascar-Mauritius-Reunion.

The most common allele was the same for all 4

populations for 5 of 8 loci. Locus 26 showed an

interesting pattern of allele distribution with

very restricted spectrums for Mauritius and

Reunion in comparison to Senegal and

Madagascar; the former populations possessing

only the longer alleles. Furthermore, the most

common allele shared by the Senegalese and

Madagascar populations was different than that

of the Mascarene island populations (Figure 1).

Hardy-Weinberg predictions were significantly

rejected (P<0.05) for each locus when

considering the pooled samples as belonging to

a single population with significant deficit of

heterozygotes (Le. positive values of Fis, that is

equal to Fit here) in all cases (Table 3),

indicating a strong Wahlund effect (pooling of

separate gene pools). At the population level,

slight deviations from Hardy-Weinberg

expectations occurred with unpooled data. They

remained significant only in two cases after the

sequential Bonferroni procedure was applied:

for locus 24D in the Senegal population and for

locus 147 in the Madagascar population. The

occurrence of null alleles due to mutation within

the DNA sequence complementary to the

oligoprimers, preventing their binding and

inhibiting DNA amplification by the Taq

polymerase, could explain such a pattern of

excess homozygosity. 50 It is an unlikely

explanation in this particular case because no

homozygote for this « null ailele » has been

recorded. Nevertheless, L. Kamau and T.

Lehmann (personal communication) also

observed comparable values of heterozygote

deficiency at locus 147 when studying Kenyan

Anopheles gambiae populations. These two

single instances suggesting heterozygote
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deficiency were not strengthened by the rest of

the dataset and do not suggest obvious violation

of Hardy-Weinberg equilibrium. Moreover, all

loci conformed when differences were assessed

with a chi-square test on pooled alleles (data not

shown). No subdivision of the gene pool was

then evidenced at the population level.

Linkage disequilibrium

Exact tests for linkage disequilibrium within

each population resulted in 5 significant values

out of 112 comparisons ( 5.6 significant values

are expected at the 5% level) with P-values

between 0.0046 and 0.0388. No pair of loci

appeared in linkage disequilibrium in more than

one population, suggesting the absence of

physical linkage between loci. On the other

hand, when the Fisher tests were done on the

pooled populations, all but four loci pairs (out

of 28 possible combinations) showed highly

significant P-values, ranging from P<10-6 to

0.045.

Alleles of different loci are in linkage

disequilibrium if they occur together in the same

individual with a probability higher or lower

than would be expected by chance alone. It is an

indicator of non-random mating or of selection

for certain genotypes, thus being reliable to

separation of the gene pool in a single

population. 49,51 The Wahlund effect detected in

the above section when the different populations

are fused has generated the pattern observed

here. These results corroborate our findings of

homogeneity of the gene pool within each of the

four populations that can be considered as

distinct gene pools.

Genetic difJerentiation

Pairwise Fst and Rst and global values over all

loci and over all populations were assessed

using GENEPOP version 3.1 and SAS

programs, respectively. Estimations are shown

in Table 4, together with their corresponding

Nm values.

High amounts of genetic differentiation were

generally observed in this study. The mean Fst

estimate based on the whole dataset (8 loci and

4 populations) was 0.169 and was very

significant (P<1O-4 by Fisher's combined

probability test). The corresponding Rst value

was slightly higher with an estimate of 0.213.

In order to compare each population to the

others, pairwise estimates of F- and R-statistics

were assessed. Mean pairwise Fst over all loci

between different locations ranged from 0.080

(between Madagascar and Mauritius) to 0.215

(between Reunion and Mauritius) and were very

significant (probability of homogeneity <

0.005). Mean pairwise Rst estirnates were

accordingly lower than their Fst equivalent in all

cases, excepted between Senegal and Reunion

where it reached 0.302 (corresponding Fst

estimate = 0.206). The associated Nm values

ranged from 0.91 to 2.88 using Fst method,

from 0.29 to 5.61 using Rst values and from

0.50 to 1.35 using Slatkin's private alleles

method. As a result, all four populations were

found to be significantly differentiated from one

another with subsequent gene tlow (Nm>1)

arising only between Senegal and Madagascar

and between Madagascar and Mauritius.

Each locus was then studied independently in

order to investigate their contribution to the
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global Fst and Rst values observed. Mean locus

specifie Fst estimates over ail populations were

ail very significant (probability of homogeneity

< 0.005) and varied from 0.038 for locus 141 up

to 0.246 for locus 45C. Rst estimates were in

good agreement with their Fst equivalents

although most were lower. Only five out of 48

locus-specifie pairwise Fst estimates were found

to be non-significant (p>0.05). Three of them

occurred between Reunion and Mauritius,

populations that share very similar allele

compositions and poor polymorphism at those

particular loci (namely locus 141,803 and 29C).

Rst estimates were also non-significant in these

particular cases and in 10 more pairwise

comparisons.

DISCUSSION

In this study, four Anopheles arabiensis

populations from different locations were

investigated for variation in polymorphism and

allele distribution at 9 microsatellite DNA loci.

PCR primers described from An. gambiae

proved very useful to amplify An. arabiensis

DNA and showed high polymorphism of the

loci in this sibling species. The observed

number of aileles per locus ranged from 1 for

locus 49 up to 16 for locus 26. Subdivision of

the gene pool was revealed by both a highly

significant deviation from Hardy-Weinberg

equilibrium with heterozygote deficits and

subsequent linkage disequilibrium between pairs

of loci when ail samples were considered as

belonging to one single population in panmixia.

At the population level, no outstanding

deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

was observed. High amounts of genetic

divergence were measured by Wright's Fst and

Slatkin's Rst, leading to low estimates of the

average migration index (Nm<1 in most of the

cases) suggesting the occurrence of a strong

genetic structuring of the gene pool.

Genetic differentiation between populations

High levels of genetic variability as observed in

the present study are very favorable to detecting

separation of the gene pool. Indeed, significant

differentiation was detected between ail four

populations we investigated both with F- and R

statistics. This indicates that An. arabiensis

populations from those four locations have

diverged from one another and that the genetic

markers we used are prone to detect

geographically differentiated units of the same

species.

Failloux and others 52 found comparable

estimates of Fst when studying Aedes aegypti

populations from islands of French Polynesia

using allozyme markers. In contrast, much lower

values were obtained in a study comparing An.

gambiae populations from Senegal and Kenya

using both allozyme and microsatellite markers.

12 The authors found a mean Fst of 0.016 and

equivalent Rst of 0.036, suggesting a high level

of gene flow in this species across the African

continent. Although these populations were

6000 km apart, they were both carriers of the

savanna cytotype and a continuous savanna-type

habitat bridges them. Such a difference in

amounts of genetic differentiation described in

this study and ours underlines the expected

major influence of the sea acting as a barrier to

gene flow. Our high estimates of interpopulation

differentiation correspond to low estimates of

the migration index (Nm) between pairs of
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populations, indicating restricted migration of

individuals. The three methods used to estimate

Nm gave comparable results and significant

correlation was found between Nm estimates

from Fst and from Rst (1'2=0.811, P=0.014).

The highest Fst and Rst values were observed

between Reunion and each of any other location

while Mauritius and Madagascar showed the

lowest degree of differentiation. This suggests

no correlation between the level of genetic

differentiation and geographical distance.

Moreover, distance alone, even across large

bodies of water, does not appear to be a

significant hindrance to mosquito migrations.

Similar pattern of absence of significant

correlation between genetic differentiation and

geographie distance was observed in a recent

study of island Aedes polynesiensis populations.

53 Interestingly, the authors found significant

correlation between gene flow (Nm estimates)

and commercial traffic by planes and/or boats

between islands: modern intensification of

maritime and air travel could then thwart in a

non negligible manuel' the effect of geographie

barriers to insect dispersion.

In light of the history of malaria and human

population migrations in the Mascarene islands

and Madagascar, vector settlement in these

particular sites are thought to be due to active

transportation by steamship lines, first from the

African continent to Madagascar and then from

Madagascar to Mauritius and Reunion. 54-56

AIso, transport of vectors by wind during a

cyclone from Mauritius to Reunion cannot be

excluded. Indeed, Mauritius, Reunion and the

highlands of Madagascar were originally

described as free of malaria vectors. Theil'

introduction was allowed after environmental

reshaping due to human settlement

(deforestation, development of agriculture)

suggesting a strong founder effect that occurred

very recently (Mauritius and Reunion were

settled by humans at the beginning of the XVIth

century). Later, intensive insecticide use on both

islands during the seventies considerably

diminished malaria vectors density, thus

constraining local populations to experience a

severe bottleneck. Then, after eradication of

malaria from Mauritius and Reunion, great

efforts were maintained on autochtonous

mosquito population control. Today, particular

attention is still paid to avoid unintentional

importation of foreign mosquitoes by focusing

on areas around harbors and airports and by

conducting entomological control in airplanes

and boats. These strong control efforts are likely

to be one of the major components responsible

for such an isolation of the Reunion population

and for the overall high amount of genetic

differentiation observed in this study by

constantly maintaining a reduced population

size of the malaria vectors on the islands and by

limiting the possibilities of migration and the

introduction of foreign alleles. This observation

is supported by the high level of genetic

differentiation observed between Reunion and

Mauritius populations which, despite a

comparable entomological history, revealed

significantly different patterns of allelic

variation at the microsatellite loci studied here.

The heterogeneity of allelic variation patterns

observed between Mauritius and Reunion

populations has also a more fundamental

implication as indicating no evidence for overall

constraints acting on allele size or for selection
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for one (or few) particular genotype(s) despite

fairly high insecticide selection pressure.

Nevertheless, three out of eight microsatellite

loci showed no significant differentiation

between these populations (locus 141, 803 and

29C, see Table 4) and could therefore reflect the

occurrence of such constraints acting on at least

sorne ofthose loci.

The above section has shown great influence of

both genetic drift and restricted migration

opportunities on a large scale genetic structuring

of An. arabiensis populations. We will now

consider their effect at a local population level.

Genetic variability within locale An. arabiensis

populations

One of the 9 loci we investigated, locus 49,

located on the X-chromosome was found to be

fixed for the same allele in ail four populations

and was therefore not informative in An.

arabiensis populations, despite high

polymorphism observed in An. gambiae test

samples. This locus should therefore have

experienced different molecular evolution since

speciation occurred between An. arabiensis and

An. gambiae. Locus 7, located less than 1 cM

away from locus 49 35 was found to be

monomorphic in the Reunion population but

showed great polymorphism in the three other

samples. If we assume 1:1 sex ratio in natural

diploid species, the X-chromosome is

accordingly 25% less represented than the

autosomes. As such, loci of this particular

chromosome are subject to lower effective

population sizes than their autosomal

homologues, and therefore are more susceptible

to random genetic drift. Such a high level of

genetic drift occurring on those particular loci

together with high insecticide selection pressure

couId have led to the loss of variability observed

on locus 7 in the Reunion population, as

effective population size seems to be reduced on

this island, according to the overall low genetic

variability observed (Table 2). Indeed, as shown

in Figure l, out of 62 distinct alleles across

eight loci, no « private » allele (e.g. diagnostic

ailele) was found for the Reunion population, 1

for Mauritius (namely allele 102 at locus 7), 3

for Madagascar and Il for Senegal, the

remaining 47 aileles being shared by two or

more populations. This pattern of variability

wouId be expected if alleles are lost by

enhanced genetic drift in the former populations

and is consistent with lower Ne of the

Mascarene populations.

Analysis of genotype frequencies and

distribution across loci suggest random mating

within each of the four populations investigated

as no obvious indication of inbreeding nor of

genotypic selection was shown by both Hardy

Weinberg and linkage disequilibrium exact

probability tests.

Furthermore, even when genetic variability was

low and putative selection pressure by intensive

use of insecticides was high (e.g. in Reunion

and Mauritius populations), no evidence for

selection of certain genotypic combinations was

observed. Up to now, no resistance to the

different insecticides used in those locations

(neither to Temephos in the larvae nor to DDT

or other organophosphorous compounds in the

adults) has been reported. The outcome of such

an intensive effort, rather than selecting one

particular insecticide-resistant strain of malaria

vector, probably contributes to genetic isolation

(e.g. limiting gene flow with other continental or
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island populations) and to restriction in density

(and therefore effective population size) of the

locale population of vectors.

It should be noted here that a possible bias

towards the results we obtained may have been

generated by the way our sampling was realized.

Indeed, mosquitoes were collected at times from

August 1994 to April 1997 but also at different

geographie scales (e.g. in one location in

Reunion and from aIl over the island in

Mauritius). Collection in one location at one

time point may severely limit the genetic

diversity observed, thus increasing the amount

of genetic differentiation detected. However,

homogeneity of the gene pool was verified

within each of the four samples and comparable

studies on western Kenyan An. gambiae

populations failed to detect significant genetic

differentiation at the microgeographic level (up

t050 km in diameter). 57.58 It is possible also that

allelic and gametic frequencies changes have

occurred during the 1994 to 1997 time interval.

Studies are currently conducted to assess for

temporal variations within An. arabiensis

natural populations.

Conclusion

Our survey showed that island populations of

the malaria vector Anopheles arabiensis have

significantly diverged from each other

essentially by founder effect and enhanced

genetic drift due to permanent limitation of their

effective population size. Homogenization of

the gene pool by exchange of migrants between

the different demes is strongly restricted by the

presence of a geographie barrier limiting

passive dispersion, and intensive control of the

different man-made active means of

transportation. Further studies are needed to

confirm the high amounts of genetic

differentiation observed and to investigate the

temporal behavior of the genetic structure

within and among populations. Comparative

studies and estimation of the effective

population sizes of these four populations have

to be investigated in order to check for the

accuracy of the assumptions used to estimate F

and R-statistics: populations have to be at

mutation-drift equilibrium and care should be

taken not to overlook significant differences in

Ne between them that would lead to an

overestimation of the level of genetic

differentiation. Further studies on linkage

disequilibrium and temporal variation in allelic

frequencies and heterozygosities should prove

very helpful to investigate putative differences

in effective population sizes. 59 Furthermore,

such studies should help to quantify and

appreciate in a greater extent the amplitude of

the founder effect that allowed colonization of

the Mascarene islands by An. arabiensis

populations and to assess more precisely the

effect of intensive control measures on locale

vector populations.
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Figure 1 : Observed allelic frequencies in the four An. arabiensis populations for the eight
loci studied. Alleles are denoted by their size in base pairs.
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Table 1: Anopheles arabiensis microsatellite loci: cytologicallocation, repeat motif and primer sequences.

Numberof Allele size
Locus Cytological Location Repeat Primers aIleles in this range (bp)

study

24D 1,3 2 La: 24D CT 5'GGCGAGCAGTTCATTCAAGT 3' 3 103 - 121
(marker Il/Suif) 5'CGTCTGGAAGTTTCGTTGAG 3'

141 1 2Rd GT 5'CGGAGCAAATCTGAACCGTG 3' 7 102 - 114
5'CCTTGGCCACAACAACATCG 3'

26 1 2 Rb: 12 GT 5'GGTTCCTGTTACTTCCTGCC3' 16 82 - 112
5'CCGGCAACACAAACAATCGG 3'

7 2 X: 1C GT 5'CACGATGGTTTTCGGTGTGG 3' 11 82 - 102
5'ATTTGAGCTCTCCCGGGTG 3'

49 2 X: ID GT 5'CAGCGCCTCCATATAGAACG 3' 1 87
5'GATCATTCAGCTGAACCTGC 3'

803 1 2R: 7B TG 5'CTCGATAAATCCCGTCGGTG 3' 7 120 - 132
5'GTCGGTTTGAGGTTGTAAAGC 3'

45C 3 L: 45C GA 5' AAAAGTGGTGACCGAGTGAC 3' 7 146 - 158
(ATPase unit2-1ike gene) 5'ATCTTCAACACTTCAGCACG 3'

29C 3 R: 29C TGA 5'ATGTTCCAGAGACGACCCAT 3' 2 145 - 148
5'TGTTGCCGGTTTGTTGCTGA 3'

147 1 2 R: 19 GT 5'CTGCTGTTGCTGCCAAAATG 3' 8 167 - 181
5' AGCTTCACGGAAAGCAAAGG 3'

N 1 data from Zheng and ethers." 2 data from Zheng and ethers." 3 data from Besansky and ethers."
N
VI



N
N
0\

Table 2: Genetic variability at 8 micro satellite loci for each population.

Mean heterozygosity

Population Mean sample size Mean no. of alleles per Percentage of loci Direct-count Hardy-Weinberg

perlocus locus polymorphie * expected **

Senegal 53.8 (0.2) 7.3 (1.3) 100.0 0.558 (0.068) 0.636 (0.080)

Madagascar 52.9 (0.1) 5.9 (0.1) 100.0 0.549 (0.084) 0.571 (0.083)

Reunion 51.9 (0.1) 2.6 (0.5) 75.0 0.383 (0.087) 0.373 (0.084)

Mauritius 43.8 (0.2) 3.4 (0.5) 100.0 0.406 (0.074) 0.425 (0.079)

* A locus is considered polymorphie if more than one allele was detected,

** Unbiased estimate, 61

( ) Standard errors in parentheses.



Table 3: Hardy-Weinberg Expectations

Pooled AIl
Locus Population a Senegal Madagascar Reunion Mauritius Populations b

PHW < 10-4 0.0056 1 0.0377 1 < 0.005
24D Fis + 0.320 + 0.259 - 0.09 + 0.149 - 0.036 + 0.156

Ris + 0.275 + 0.079 - 0.031 + 0.296 - 0.036 + 0.077

PHW 0.0156 0.299 0.3301 0.1652 0.3524 0.69
141 Fis + 0.004 + 0.128 + 0.055 - 0.205 - 0.156 - 0.026

Ris - 0.002 + 0.216 + 0.053 - 0.204 - 0.156 - 0.023

PHW < 10-4 0.261 0.0507 0.6893 0.3542 0.085
26 Fis + 0.147 + 0.090 - 0.013 - 0.085 + 0.123 + 0.033

Ris + 0.291 + 0.043 + 0.008 - 0.089 + 0.027 - 0.003

PHW < 10-4 0.0225 0.3614 - 0.5854 0.015
7 Fis + 0.236 + 0.195 - 0.021 - + 0.072 + 0.1074

Ris + 0.128 + 0.161 + 0.032 - + 0.140 + 0.111

PHW < 10-4 0.6247 0.0434 0.2111 0.4202 0.44
803 Fis + 0.072 + 0.076 + 0.094 - 0.189 - 0.134 - 0.001

Ris + 0.129 - 0.018 + 0.245 - 0.189 + 0.032 + 0.017

PHW < 10-4 0.9034 0.0665 0.0764 0.1531 0.14
45C Fis + 0.235 + 0.004 - 0.059 + 0.093 + 0.210 + 0.047

Ris + 0.497 - 0.111 + 0.097 +.0.237 + 0.187 + 0.102

PHW 0.0024 1 0.1288 - 1 0.05
29C Fis + 0.199 - 0.082 + 0.224 - - 0.024 + 0.117

Ris + 0.199 - 0.082 + 0.224 - - 0.024 + 0.039

PHW < 10-4 0.2764 0.0025 1 0.5561 0.025
147 Fis + 0.263 + 0.138 + 0.107 + 0.025 + 0.106 + 0.1043

Ris + 0.346 + 0.069 + 0.368 + 0.041 + 0.049 + 0.132

AIl PHW c < 10-4 0.0107 0.0015 0.0848 0.7513 < 10-4

loci Fis + 0.214 + 0.122 + 0.039 - 0.028 + 0.044 + 0.055
Ris + 0.233 + 0.045 + 0.124 + 0.015 + 0.027 + 0.054

P HW: Exact goodness-of-fit test probability (see text).
Underlined characters: P<O.OS,
Bold characters indicate values that remain significant after the sequential Bonferroni procedure was applied to take
into account the other tests.
a Fis=Fit and Ris=Rit.
b P refers to one-sided test probability of obtaining by chance a value as large or larger than the observed one
(permutation of alleles within samples).
cp HW refers to Fisher's combined probality test across loci.
« Ail » sections: Ris is the simple mean of individual Ris (see text).
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Table 4: Genetic differentiation between populations
Senegal Senegal Senegal Madagascar Madagascar Reunion AlI

Locus x x x x x x Populations
Madagascar Reunion Mauritius Reunion Mauritius Mauritius

Fst (Nm) 0.202 ** (0.99) 0.176 ** (1.17) 0.262 ** (0.70) 0.297 ** (0.59) 0.012 NS (21.12) 0.379 ** (0.41)

1

0.243 ** (0.78)
24D Rst(Nm) 0.162 ** (0.65) 0.144 ** (0.74) 0.184 ** (0.55) 0.001 NS (12.76) 0.006 NS (20.01) 0.162 ** (0.65) 0.218 ** (0.90)

Fst (Nm) 0.031 ** (7.79) 0.094 ** (2.41) 0.074 ** (3.11) 0.011 * (22.67) 0.001 * (227.03) 0.0000 NS (inf.) 0.038 ** (6.23)
141 Rst(Nm) 0.010 NS (12.37) 0.059 ** (1.99) 0.042 ** (2.87) 0.012 NS (9.95) 0.003 NS (35.60) 0.0000 NS (inf.) 0.031 ** (7.90)

Fst (Nm) 0.022 ** (11.06) 0.241 ** (0.79) 0.128 ** (1.70) 0.249 ** (0.75) 0.110 ** (2.02) 0.122 ** (1.80) 0.150 ** (1.42)
26 Rst(Nm) 0.060 ** (1.96) 0.517 ** (0.12) 0.137 ** (0.79) 0.295 ** (0.30) 0.016 * (7.59) 0.157 ** (0.67) 0.275 ** (0.66)

Fst (Nm) 0.148 ** (1.91) 0.357 ** (0.60) 0.111 ** (2.68) 0.142 ** (2.02) 0.058 ** (5.40) 0.280 ** (0.86) 0.183 ** (1.49)
7 Rst (Nm) 0.010 NS (16.50) 0.005 NS (33.20) 0.025 * (6.50) 0.001 NS (166) 0.0007 NS (238) 0.016 NS (10.25) 0.016 * (15.20)

Fst (Nm) 0.036 ** (6.75) 0.155 ** (1.37) 0.128 ** (1.71) 0.126 ** (1.74) 0.101 ** (2.23) o. 0000 NS (inf.) 0.095 ** (2.37)
803 Rst (Nm) 0.0001 NS (inf.) 0.141 ** (0.76) 0.086 ** (1.33) 0.064 ** (1.83) 0.032 * (3.72) O.OOOONS (inf.) 0.076 ** (3.00)

Fst (Nm) 0.300 ** (0.58) 0.172 ** (1.20) 0.441 ** (0.32) 0.158 ** (1.33) 0.115 ** (1.92) 0.223 ** (0.87) 0.246 ** (1.83)
45C Rst(Nm) 0.406 ** (0.18) 0.181 ** (0.57) 0.696 ** (0.05) 0.055 ** (2.15) 0.150 ** (0.71) 0.302 ** (0.29) 0.421 ** (0.34)

Fst (Nm) 0.074 * (3.14) 0.074 * (3.13) 0.011 NS (21.62) 0.225 ** (0.86) 0.141 * (1.52) 0.027 NS (8.97) 0.120 ** (1.83)
29C Rst(Nm) 0.039 ** (3.08) 0.038 ** (3.16) 0.005 NS (24.90) 0.128 ** (0.85) 0.077 ** (1.50) 0.014 NS (9.07) 0.094 ** (2.42)

Fst (Nm) 0.039 * (6.12) 0.255 ** (0.73) 0.131 ** (1.65) 0.386 ** (0.40) 0.046 * (5.22) 0.424 ** (0.34) 0.222 ** (0.88)
147 Rst (Nm) 0.053 ** (2.23) 0.136 ** (0.79) 0.09 ** (1.26) 0.340 ** (0.24) 0.004 NS (28.30) 0.382 ** (0.40) 0.258 ** (0.72)

AlI FstO (Nm) 0.109 ** (2.04) 0.206 ** (0.96) 0.188 ** (1.08) 0.214 ** (0.92) 0.080 ** (2.87) 0.215 ** (0.91) 0.169 ** (1.23)
loci Rst? (Nm) 0.095 (1.19) 0.302 (0.29) 0.169 (0.61) 0.174 (0.59) 0.022 (5.61) 0.132 (0.82) 0.213 (0.69)

Nm(PA) 1.35 0.56 0.69 0.59 0.87 0.50 1.33

N
Significance ofFst and Rst are indicated as folIow: NS non significant at the 5% level; * P< 0.05; ** P< 0.005

N Fst": Probability ofhomogeneity over aIl loci was estimated by Fisher's combined probabi1ity test.
00 Rst": Estimated as described in Slatkin (1995).43

Nm (PA): Nm estimates using Slatkin's Private alIeles method (1985).46
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Comparison of Hehavior- and Vector Efficiency of
Anopheles gambiae and An. arabiensis (Diptera: Culicidae)

Barkedji, a Sahelian Area of Senegal

JEAN-JACQUES LEMASSON,l ,DIDIER FONTENILLE,1.2 LAURENCE LOCHOUARN,1
IBRAHIMA DIA,l FREDERIC SIMARD,l KHALILOU BA,l ABDOULAYE DIOP,3

MATHURIN DIATTA,1 AND JEAN-FRANCOIS MOLEZI

J, Med. Entornol. 34(4): 396-403 (1997)
ABSTRACT The ecology, population dynamics, and malaria vector efficiency of Auoplieles
gambiae and An. arabiensis were studied for 2 yr in a Sahelian village of Senegal. Anophelines
were captured at human hait and resting indoors by pyrethrum spray. Mosquitoes belonging
to the An. ga11lbiae complex were identified by polymerase chain reaction, Of 26,973 females,
An. arabiensis represented 79% of the mosquitoes captured and remained in the study area
longer than An. gambiae al'ter the rains terminated. There were no differences in nocturnal
biting cycles or endophagous rates between An. gambiae and An. arabiensis. Based on an
enzyme-linked immunosorbent assay test of bloodmeals, the anthropophilic rate of these 2
vectors were both =60%, when comparisons were made during the same period. Ove rail , 18%
of the resting females had patent mixed bloodmeals, mainly human-bovine. The parity rates
of An. gambiae and An. arabiensis varied temporally. Despite similar behavior, the Plasmodium
[alciparum. circumsporozoite protein (CSP) rates were different between An. gambiae (4.1 %)
and An. arabiensis (1.3%). P malariae and P ovale only representecl 4o/c of the total Plasmo
dium identified in mosquitoes. Transmission was seasonal, occurring mainly during 4 mo. The
CSP entomological inoculation rates were 128 bites per human per vear for the 1st yr and
100 for the 2nd yr. Because of the combination of a high human biting rate and a low CSP
rate, An. arabiensis accounted for 63% of transmission. Possible origin of differences in CSP
rate between An. gambiae and An. arabiensis is discussed in relation to the parity rate, blood
feeding frequency, and the hypothesis of genetic factors.

KEY WORDS Anopheles gambiae, Anopheles arabiensis, malaria transmission, bloodmeal
sources, population dynamics, Senegal

.
ID

THE MAIN VECTORS responsible for malaria trans
mission in Africa are Anopheles gamhiae Ciles and
An. arabiensis Patton, 2 of 6 species comprising
the An. gamhiae complex, as weil as An. funestus
Ciles. In numerous regions of West Africa, An.
gamhiae and An. arabiensis are sympathric (Robert
et al. 1989, Lindsay et al. 1993, Toure et al. 1996).

With a long-term goal of using transgenic mos
quitoes with reduced malaria vector competences
for control, data are being collected on intra- and
interspecific gene flow within the An. gamhiae
complex (Lanzaro et al. 1995, Lehmann et al.
1996). The Sahelian area, with its short rainy sea
son, could be a useful area for studying the pop
ulation genetics of malaria vectors, because vector
populations here probably are more isolated from
each other both spaciaIly and temporally than in

lInstitut Francais de Recherche Scientifique pour le Dévelop
pement en coopération (ORSTOM), Institut Pasteur, BP 220, Da
kar, Sénégal.

2To whom reprint requests should he addressed.
3Département de Biologie Animale, Universite Cheikh Anta

Diop, Dakar, Sénégal.

regions where mosquitoes are present throughout
the year.

Few studies have been conducted in the Sahel
ian region to compare population dynamics, biol
ogy, behavior and vector efficiency among Anoph
eles species. Sorne surveys evaluated malaria
transmission (Hamon et al. 1965, Omer and
Cloudsley-Thompson 1970, Haridi 1972, Vercruys
se 1985, Cazin et al. 1988, Faye et al. 1993, Taylor
et al. 1993). FoIlowing the definition of the WHO,
vector efficiency is defined as the "ability of a mos
quito species, in comparison to another species in
a similar climatic environment, to transmit malaria
in nature. A rough estimate of relative efficiency
may be made by comparison of sporozoite rates
taken in comparable conditions." (WHO 1963).
This is, of course, different from vectorial capacity
which does not take into account the sporozoite
rate (Carret-Jones and Shidrawi 1969).

Cenerally, An. arabiensis is considered to have
an anthropophilic rate, life expectancy, and vecto
rial capacity lower than An. gamhiae (Coluzzi 1984,
Cillies and Coetzee 1987). Because of the methods
of capture, the methods of identification of species

0022-2585197/0396-0403$02.00/0 © 1997 Entomo\ogical Society of America
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Table 1. Number and pcrccnlagc of malaria vectors caught from July 1994· 10 Mar-ch 1996 hy diffcrcnl methods
in Barkcdji .

"-10. or %
Feeding on Feeding on Resting in

Total
humans outdoors humans indoors bedroorns,

No. '\11. I!.alllbiac s.l. captured 3,309 4,451 19,213 26,973
No. Ail. galllbiac s.l. tested by PCE 504 601 1,728 2,833

Estimated No. An. gambtac 616 796 4,285 5,697
Estimated No. An. arahiensis 2,693 3,655 14,928 21,276

% A1I. f!.al1lhiae 18.6 17.9 22.3 ".1.1
% AIl. araliiensis 81.4 82.1 77.7 7S.9

Results

Capture of Mosquitoes. From July 1994 to
March 1996, 26,973 Anopheles were collected by
spray collections in bedrooms, and 264 man-nights
on human volunteers. No An, [unestus were
caught. Of the An. gambiae complex females cap
tured, 2,833 were identitied by PCR. The number
and percentage of females of An arabiensis and
An. gambiae captured by each method are shown
in Table 1. Non malaria-vector species captured
included An, pharoensis Theobald, An. rufipes
(Cough), An. ziemanni Crünberg, An. coustani La
veran, and An. squamosus Theobald.

Considerable differences were observed each
year. During 1994, An. gambiae represented 27.3%
of total An. gambiae complex females captured;
but during 1995, only 12.3%, using the same tech
niques. The number of resting mosquitoes varied
greatly among rooms. During 1994, 140 females of
the An. gambiae complex were captured by 12 py
rethrum spray collections in the least productive
room (maximum 54 females in October), whereas
the most productive room produced 1,901 ano
phelines (maximum 555 females in October). The
percentage of An. gambiae was significantly higher
among females collected resting than biting in-

doors or outdoors (x2 = 6.7, df = l, P < 0.01). No
anophelines were found during the survey COIl

ducted in June 1995 at the end of the dry season.
Seasonality and Biting Cycles. The human bit

ing rate for each species varied temporally de
pending on the rainy season (Fig. 2). In 1994, the
biting rate was maximum in October for An. gam
biae, with a peak of 27 bites per human per night
during the lst wk of October. For An. arabiensis
the maximum rate was in November with a peak
of 107 bites per human per night during the 2nd
wk of November. In 1995, the human biting rate
for An. gambiae was always low, with a maximun
average of 7.5 bites per human per night during
the last week of October. For An. arabiensis the
maximum rate was in October with a peak of 104
during the last week of the month. An: gambiae
disappeared from collections earlier in the year
than An. arabiensis,

Night-biting cycles were similar for An. gambiae
and An. arabiensis (Fig. 3), and did not vary during
the year (data not shown), A biting peak was ob
served consistently between 0300 and 0500 hours
for both species.

Host-Seeking Behavior. Overall, 56.4% of An.
gambiae and 57.6% of An. arabiensis were cap-
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Fig. 2. Monthly total rainfall and human biting rate for An. gamhiae and An. arabiensis in Barkedji from June
1994 to Mareil 1996.
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wcr« l'a!clllated only with IIIOSijuit()('\ l'd'<llrt·,.
Irom Juil' to OctollCr, 11'11<'11 .\/1, '!,Ol/l/Iil{(' Il. 1 \"

arnbicnsis hoth were present. lh" Cirl'IIIIISP(" 1/.1 lit

protriu rat('s I\'('re 2.9 and l ')('c 1(,,'. \11 ".', .,/ l,

and ..\11, a raliicnsi», wspel'lil,,11 .u u l \\,'1'1' Il 1 il'
[('n'nl IX:' = 2.1. dl' = l, l' = ill,'»)

Adjusting Cm l'cars, this dill/ll'ncI' lIa, ",
signifieant (4.1 % lor Ail. gaJli/)iill' IcrSllS l .» , te,
An. arabiensis, Mantcl-ILl<'l1szcl chi-s'llld:<' II
stratified analysis = 40,7, dl' = l P < (JOOO 1 Fi
eal'h species the eircumsporozoite proteil' i'"t,
over the 2 YI' were not signifil'antly dilÏL'l'elitl 5'
l'ersus 2,S% for An. ga/ll!Ji(/(', y~ = LI! dl' ~c 1
= 0.16, and 1.:3% versus I.Jt:f for Ali (fm/','/I'I

X2 = 2,lW" df = 1, P > (HJ91. Littll' /', IIIL!(fi/(,

indonr-,

outdoors

l'Ildopliclg(JlIS rate
Otj'), dl' = l, P

2 3 ·1 :; (, 7

:\f1. gall/hioc

20 21 00 23 2..

19 20 21 00 2J 2.. J..:; 6 7

Hour of capture

n

..
3

c, 2

"C
.J:

C
;::

0c

" 19.J:
~

1.6z·

'"'
:ri

1.2

u.x

004

turcd on 1IIIIIIcliiS illlloors, Tite
was similar for hotll sl)('cics (X2

= (UI).

III total. 202lJ hl()()(I'III'als l'min n'sting l'emales
of the ,\11 ,'JI IIt/J ia. c()Jllpl('\ \Verc tesled III' ELI
SA, inclurlinz 2h! l'rom pen ic!entifiec! /\11. g(/lII

biae and ,,)5lJ Ali 111'II!JiclISis (Tahle 2!. Tho unth ro
pophilic ratt- of Ail. g(lIllhilll' and Ali. arahiensis
wor« ximil.u olll) dllring lll(' rainv SCclSOl1 Ihl,9o/c,
versus 5,').5(; X2 = O.IL dl' = l , P = (UO) (Fig.
4). Over 2 Ir. inciJldillg r.uuv allé! dn seasons, the
anthropopluli« r.il r \Va~ (j21 ii(. fm .\11' '!,I/I II/J iai: and
6S.()I!c, lor Ali arahu-ns!» 1,\'2 = J.12. dl' = L P =

(J.()S) , In addition J5.2';;: (l Ali. gallt/lil/(' and 28.1 %
of An. arabicnsis l'cd on cattle. Overall, Sik of an
ophclincs had kd on ovinc and 11.1";(' on equine.
Only 2 femalcs (0,1%) had taken l'hickcn hlood
mcals. Overall, 11.7% of bloodmcals were taken
from 2 difll'l'ent host spceies, Tht' most frequent
l'ombinations wen' hllll1an-cow bloodrneals (6.4%
for An. ga/llhial! andl.5o/c for An. ara!)iensis), then
Imman--':cqnine bloodmeals 11.1 Ife for Ail, gamhiae

rrahl(~ 2. p('''('('llta~(' of indour [Oe!'Olill:.! Illo:-iquitoes fec:l on eu('h Ye .. lt~hrate hO:-it durin~ tlu' ('ainy S('a~4111 fl'ClllI .J uh
10 o ('\0 h"l' wlwn AlI, K"lIIbi"e and AlI. "r"biellsis wel'e l'resenl silllnitan"ouslv. as wdl '" (""1' Ih., whol., \ "a,' 1il!
hmckcts) (Bal'kedji Jnl~' 1991· 10 Mal'eh 1996) . .

tlIos'luito

'p"ci'"

Ail. /'.(}/1Ihi(/('

AII.IJrl/hiCIIS;,

Not cldelluilll'd
An. grunhio(' s.1.

Total

No, of Mosquito", {"cl 011 "a"h n,rt"hrall' host, (h
t;i( \( "

1llOSquit(ws 11Il Il laIl Bovin" OS'ill" Chick.'1l E'I"ilH' 1,1", II'

:2.57 6U) :35.4 11:3 0.0 ~6 I- I
(:2h·j ,fi:211 (:35,21 (110) (0.0) 1~ 7) Il
:3-;(-) ,5~.5 '115 ï.2 0.0 III 1" 1)

(,<"5~J ' ,fi'i.O) (2IU) (701 (0.11 1Hi) l' li

,50 66,1 :35.2 6.,5 (Hl ~).ï ]- 1-;

('JOCi: (6~J 1) (:JO,!)) (72) (0.11 (')'i) 1 l- I

1:3<;:3 fi:3:3 :36.(J 7.Ci 0.0 ](10 1- ~

(2,11:28' (fi,71 (:30.:3) (SO) (011 Il 7) ]- -;

Mixt'cl bloocllll('al: :2 cli!1,'rcllt 't'rtt'hrate 'p"cil" "('(cl'led in the hloOliJlJeai of tll(' 'aille llloSijuito.
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I{}(fl An. arabiensis

11II An. gambiae

70

60

10

o
Human Bovine Ovine Equine

Fig. 4. Percentage of boodmeals taken on different sources for An. gambiae and Ail. arahiensis captured by
pyrethrum spray in bedroorns during the rainy seasons (july-October) in Barkedji.

and P ovale was detected. A mixed infection of
both P falcipamm and P malariae was found in 1
An. gambiae captured on human bait in August
1995.

Entomological Inoculation Rates. The annual
entomological inoculation rate was 128 during
1994 and 100 during 1995 (Table 4). Transmission
took place mainly from August to December (Fig.
5). In 1994 An. gambiae was responsible for 53%
of P. falciparum transmission, but only for 15% in
1995. However, An. gambiae was the major vector
during the lst mo of transmission during both
years, and was responsible for 70% of transmission
in September 1994 and 82% in August 1995. In
1994, transmission reached its peak in October
with 40 infecting bites per human during the first
15 d of the month. In 1995 this peak was reached
at the end of September with 37 infecting bites
per human during the last 15 d.

Discussion

Although An. funestus is a mosquito that may be
found in certain regions with a Sahelian climate,
none were captured in Barkedji. High peripheral

vegetation, which is favorable for oviposition by
this species, does not grow in the temporary pools
around Barkedji,

During 1995--1996, anophelines were captured
until March 1996, whereas in 1994-1995 none
were found after January 1995 (Fig. 2). The expla
nation for this could be the extended duration of
temporary pools after the rains in December 1995.
However, only An. arabiensis was found after De
cember. The fact that no anophelines were cap
tured during the dry season raised the question of
how these mosquitoes survive from one rainy sea
son to another. Did sorne females remain in hi
bernation or did recolonization take place at the
beginning of each rainy season? Omer and Cloud
sley-Thompson (1970) demonstrated that a fewau
tochtonous females remained during the dry sea
son. Taylor et al. (1993), studying gene frequencies
of An. arabiensis in various villages in Mali and
Burkina Faso, suggested that populations were
maintained continuously, but with seasonal varia
tion.

During 1994 the number of resting anophelines
varied greatly among the 16 bedrooms studied.
However, the maximum and minimum number of

Table 3. Circumsporozoite protein rates with confidence inter-val (in hrackets) determined hy ELISA from head
thoraces of mosquitoes captured on human bait (Barkedji Joly 1994 to March 1996)

Mosquito
lst yr 2nd yr

species No. P.f. P.m. P.o.
No

P.f. P.m. P.o.tested tested

An. gambiae 1,065 4.5 0.09 0 327 2.8 0.3 0.3
(3.5--5.9) (0.5-D) 0.3--5.1) (1.7--0) (1.7-0)

An. arabiensis 2,998 1.3 0.03 0 3,302 1.3 0.03 0
(0.9-1.8) (0.18--0) (0.9-1.8) (0.17--0)

P.f., Infection rate for P. [alciparum; P.m., Infection rate for P. malariae, P.o., Infection rate for P. ooale.
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Tal.14' L An n uu] t'IIIIIl11lllo~i("al i no c u lu t i o n ral(':-, f· ....ti
Illatc'" 1., ELISA. for II,,· :~ 1";I.<1I",<lil/ll/ "",,,i.·,. l'o r ",,,,1,
vr-r-t o r "I,,· ..i.·, (Ba.-l,,·eIji j ul v 199·1· to !\Ian'" 19<)() ,

1,1 \T 211<1 \T

\Ill'( -1"~ --,-~-~~

l' 1 P.llt p,o l'J. P.1l1 r..

.\11 !.!.(IIIl !J/'(/{ 1~(i 12,) () IHi l.1 1 1

.-\/1 dU//lil'li\i\" ;\ - 1 ')II () ~2.1 2.11 Il

'1',,1,,1 1~) 1 ., l, Il %.h )j

specilllcns al\l'ays Il'er(' eaptllred in the same 1)('<1
rrxnnx. \\'e wr-rr- uual ilr- to cxplain this disparirv 1l\'
Ll('[ors such as distance [rorn hrceding sites, nurn
her 01 IlC'!'sons pel' IwdrooJl1. and nlI;11her 01 ani,
rn.ils ill the surroundinus. Significant diffc'!'enc,·s
also \\,'re ohseIyecl xvith in the samc compouiu l
wlll'rt, ail othr-r para III ('[( TS were equal, The t\Pt'

of hOllSing construction did not affect the rcsldts,
contrarv to what was obsc-rvcd clsewhero (Ciuua
ge.iv[clidis ct al 1~m r. Lindsay ct al. 199.5). !lt'
C,lI1Se the Hi housos sciected were idcntical.

TIll' ratio of .--\.11, grllll/lirf(' to Ali. arahicnsis xvas
hié';llC'r ~ltllong rt'Stillg [hall ,lttlong host-sccking ('IJi·

le('[iolls, .'\11, i!.rllllhi([c ['!Jereforc seemed to Il,1\'1' a
hié';l1f'r degre~' of cndophily thau Ali. arabicusis
Howovcr. the rate of cndophai-,')' was not statixti
eall)' diffcrl'nt, ancl the night biting cycles W<TC
sirnilar fllr An, galll/lia!' and AI/, arabiensis,

The study of n'('[or blood fel'ding beha\ior
shollld he approaehcd cautiollsly. Comparisons Ill"
[\\"('en An, galllhiac ancl .-\11 amhiclIsis shollld onk
he made dllring tlll' rai 11\' season when the 2 spc:.

1) 1 l' lu!r '1/)(1/"11 III 1) III

'.!J/lfi/Jitl/" \l}{'cilllt'il

j;i/,ij!I!J"!i/1/ .1I1d 1) 11/1.

Il uurlarùu', 1l.f J.. J1 oia],'. ()II(' \11

1 ill -\Il\.!;llst 1~)~J.l \\"as pllsili\(' 1(lt- l'

ci cs wcre present simultuneouslv. From 0Jovcrn 1)('l'
onward , An. arabiensis hecamc signifieantl)' more
abundant thun An. grllllhiac. and at the samo timo
th('r~ was a change in host accessibility and in the
proportion of bloodmeuls on humans and anirnals.
Dluing the rainy scason, ail animals spend the
night around the house«. exeept sorne of the horscs
ane! donkevs. which nmained outside the villazc
il! the far;ning camps (i.« .. the most acecssil~lc
hosts wc re hIlmans and catt!c). I-{owcver, ;rt tho
end of the rainv season cattle also wen' moved to
sItITounding p,;stllre. and the farmers rotu rnr-i] to
the village with thcir horses and donkevs. This ex
plained the increase in hu man and l'quine blood
mcals, and the dccreasc in eattlc bloodrncals for
.-\1/, arabiensis after the rainy season. Cornparison
hctwccn hu man and bminc blood indices calcu
lated dilling the samc time did not show anv sig
nificant difl<Tenees br-twcen Ali, gall/hiae an~l .\;/.
arabiensis, contrarv to whut \Vas'ohs~r\"ed in :\i
gcria (\Vhitc and Roscn 197:3) and Kenya (Petrarc.i
ct al. 1991),

The frequcncy of mixccl bloodmeals in this rc
ginn was at Icast 17.8%. but probably much highcr,
hccausc it \Vas not possible to dctect the number
01 bloodmeals taken on 2 diffcrent hosts of the
same vertcbrate spccics \Ising ELISA, F~eding

patterns also were opportunistic, depending on
host availability. Likowise, the rate of patent mi,\cd
bloodrneals, l11ainlv hUll1an---Glttle, \Vas the sam~

for An. gamhiac ar;d An. arabicnsis,
To our kn()\vledg~. a Irigh percentage of miwd

hlooclm~als rarely has becn observecl for malaria
\'ectors (Burkot et al. 1988). Bcier ~t al. (19":>S)
showecl that it \Vas possible to idcntif)' host hlond

[BI A.Il. gambiae

I:J A.ll. arabiensiJ
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Fig. 5. Monthh- entomological inoculation rate for Ail, gmnhiae and Ail, arahiellsis in Barkedji From June 1994 ta
March 1996.
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h\ ELISA up to 30 h al'ter blood feeding. In Bar
kedji it was not possible to know if mixed hlood
rneals we re caused hy the interrupted bloodmeals
during the same night or multiple feeding on ,S<:,\'

cral nights during a single gonotrophic cycle. 1t \Vas
shown experimentallv that Ail gambiac l'l'males
ma)' take >] bloodmeals within 6-24 h (Brieucl
and Hôrler 199:3\. Sllch multip]o feedings aho
were obscrvcd in tllL' field (Bcicr 1996).

Despite a lower ci rcumsporozoite protcin r.uc.
Ali. arahiensis was rcsponsible l'or 63% or malaria
transmission, becausc it was more abundant than
Ail. gamhiac and remained active within the villagc
l'or a long ti me. To explain the lligher circu mspo
rozoitc protein rate or Ail. gambiac, the rollowing
:3 hypothesis are proposed: (1) An. gambiac has a
highcr parity rate th an Ail. arabiensis as observcd
during 1994-1995. However, data collectee! dming
199.5-1996 showed tliat the parity rate of Ali. i!.al/I

biae was significantly 10\Ver tlian Ail. arabicnsi«.
bnt there was no difference in the circumsporo
zoite protein rate, (2) The feeding frequcncv dil~

fcred between the 2 species. If An. gambia{' fcd
more Frequcntlv than Ail. arabiensis, its circurn

sporozoite protein rate might be clevaterl because
of more host contacts, (:3) Cenetic snsccptihilitv to
Plasmodium differed. Diffcrences mav exist 1)('
tween genetically characterized populations within
the An. gambiac cornplex, as reportee! in Kenya h)
Petrarca and Beier (1992). Differences in gcnctic
suscoptibility to Plasmodium may account for the
higher circurnsporozoite protein rate in Ali. ç,alll
biae than An. arahicllsis,
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Annexe 4

Simard F, Lehmann T, Lemasson JJ, Diatta M et Fontenille D. Persistence

of Anopheles arabiensis during severe dry-season conditions in West

Africa: an indirect approach using microsatellite loci. En préparation.
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ABSTRACT

Allelic composition at nine microsatellite loci was investigated in two An. arabiensis

populations from Senegal, 250 km apart. Eight loci were polymorphie and revealed very

similar allele distribution and frequencies in both populations, leading to low estimates

of genetic differentiation indices (Fst=0.0115, P=O.013 and Rst=0.0088, P>O.2).

Consequently, high amounts of gene flow were determined between these populations

(Nm»1).

Allelic frequencies were monitored in a long dry season location, the village of

Barkedji, from August 1994 to December 1997 on a biannual sampling basis

(mosquitoes were collected once at the beginning and once at the end of the rainy

season each year). Genetic variability remained stable during the time interval under

study, despite extreme seasonal fluctuations in density and observation of very low

numbers ofmosquitoes during the dry season. Accordingly, estimations of the effective

population size (Ne) derived from changes in allele frequencies were high, ranging from

209 to infinity and no obvious difference between estimates encompassing the dry or

the rainy seasons was detected. When the whole time interval is considered (including 4

rainy seasons and 3 dry seasons), Ne was estimated to range between 275 and 2,465

(95% confidence intervals limits) suggesting a continuous presence of An. arabiensis

throughout the year in this sahelian location.

These inferences have several implications on An. arabiensis bio-ecology and provide

information on the genetic structure at a moderate geographical scale within this species

that are relevant for actual and future control strategies.
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INTRODUCTION

Malaria transmission In sub

Saharan Africa is mostly due to

mosquito vectors belonging to the

Anopheles gambiae complex of species.

Among the seven species actually

described (Gillies & Coetzee, 1987;

Hunt et al., 1998), An. gambiae and An.

arabiensis are the most efficient malaria

vectors. In the dry savannas of Africa,

those vector populations typically

display strong seasonal fluctuations in

abundance: while being present in large

numbers as soon as the rains start,

populations drop to very low levels

when temporary breeding sites dry up

(Taylor et al., 1993; Charlwood et al.,

1995; Lemasson et al., 1997). In sorne

areas, no specimen can be found during

the dry season. Nevertheless, soon after

the onset of rains, when free water

becomes available, those sites are

recolonized with remarkable rapidity. It

is still unclear how this phenomenon

occurs. It has been thought that these

populations expenence severe

bottlenecks or even become locally

extinct during the dry months and that,

each year, temporary breeding sites are

colonized by new immigrating females

from neighboring areas, where

permanent breeding is allowed. In this

case, vector populations do behave as a

metapopulation, where geographically

and genetically differentiated sub-units

anse by migration of founder

individuals, grow for a while and

eventually become extinct (Levins,

1968; Hanski & Gilpin, 1991).

Altematively, another hypothesis is that

large populations do survive locally. As

low tolerance of eggs to desiccation has

been documented for anophelines (Beier

et al., 1990), these populations may be

maintained throughout the dry season

either by extensive mobility of adults

that would take opportunistic advantage

of sparsely dispersed breeding sites (e.g.

around wells, streams or gardens), or by

estivating females in an adaptative state

such as gonotrophic dissociation (Omer

and Cloudsley-Thompson, 1968, 1970).

A better knowledge of the dry season

biology and population dynamics of

these mosquitoes would be of

considerable interest for conventional

malaria vector control programs

management, but also for the study of

parasite panmixia via their vector

(Gupta & Day, 1994). These studies are

also relevant for guiding the

development of new vector control

strategies using genetically engineered

mosquitoes with altered vector

competence (e.g. Collins & Besansky,

1994; Crampton et al., 1994).
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In this study, we focused our

attention on An. arabiensis, a species

that typically breeds in such areas of dry

sahelian savannas. Two different

approaches are commonly used to

investigate populations structure and

dynamics: a direct (ecological) method

that mostly refers to Mark-Release

Recapture experiments (MRR, see for

example Costantini et al., 1996; Touré

et al., 1998), and an indirect (genetic)

method that consider spatial or temporal

fluctuations in gene frequencies (Taylor

et al., 1993; Lehmann et al., 1998).

Both techniques have their own

advantages but, indirect methods are

more suitable for studying the dry

season biology of mosquitoes because

of very low population densities at that

time, practically hindering application

of MRR experiments (Touré et al.,

1998).

The indirect approach relies on

the simple logic that large stochastic

variations in allelic frequencies, mostly

due to the action of genetic drift, are

expected in small populations, while

only minor changes would occur in

large ones (Waples, 1991; Taylor et al.,

1993). It appears clearly from above

that one of the most important

parameter to estimate is the effective

population size (Ne), a factor that will

determine the rate of vanous

evolutionary processes. The effective

population size Ne is defined as the size

of an ideal population that experiences

genetic changes at the same rate as the

natural population under consideration

(Wright, 1931, 1938; Avise, 1994).

Under the appropriate assumptions

(listed ln Waples 1989a, 1991), most

processes caused by genetic drift are

inversely proportional to Ne,

particularly the amount of changes in

gene frequency. Thus, conversely,

measuring the extent of these changes

and assuming they are due to the action

of drift alone (i.e. neglecting the effect

of selection, mutation, migration and

peculiar reproductive system), would

theoretically provide a means to

estimate Ne. This indirect temporal

approach has been widely used and

refined since the first attempt conducted

by Krimbas and Tsakas (1971). The

present work aims to apply this strategy

to improve knowledge about the dry

season biology of An. arabiensis in the

sahelian region of Senegal.

We used microsatellite DNA

markers to estimate the level genetic

variability within An. arabiensis

populations, its spatial distribution and

to follow its evolution ln time.

According to the literature, those

markers are probably the most

appropriate tool currently available to
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estimate actual levels of gene flow and

describe the genetic structure of natural

populations, including members of the

An. gambiae complex ( Bossart &

Pashley Prowell, 1998; Lanzaro et al.,

1995, 1998; Goldstein et al., 1999;

Wang et al., 1999). This particularly

refers to intrinsic properties of those

markers such as great polymorphism

(due to high mutation rates),

codominance of alleles and selective

neutrality.

Genetic variation at nine

microsatellite loci was analyzed in field

collected An. arabiensis from Senegal.

First, the spatial distribution of the

genetic diversity was assessed by

comparing mosquito populations

sampled in two locations, 250 km apart.

Then, the temporal method was applied

to one of these locations, subject to

yearly episodes of drought and flood,

that was sampled during four

consecutive years. This work was

undertaken in order to provide insights

to the long debated question of how do

mosquito survive the dry season. More

precisely, the following questions were

assessed: (l) Do An. arabiensis form

structured (subdivided) populations in

Senegal? (2) How different are An.

arabiensis populations from Senegal

and what is the level of gene flow

between them? (3) Does the indirect

approach provide genetic elues for dry

season bottlenecks or extinction of local

populations as seems to be observed

from ecological studies? and (4) what is

the effective population size of An.

arabiensis ln such a fluctuating

environment? Conclusions are drawn in

terms of populations bio-ecology and

vector control management.

MATERIALS AND METHODS

Study sites and sampling :

The village of Barkedji

(l5°17'N, 14°53'W), 700 inhabitants, is

situated in the fossil valley river bed of

the Ferlo, in the Sahelian region of

Senegal (Figure l). The rainy season is

short, extending from July to October.

Rainfall varies from one year to another

ranging from 200 to 400 mm per year.

Barkedji is surrounded by clay hollows

which collect water as soon as the rains

start and dry up around January. These

temporary pounds are the only

anopheline breeding sites encountered

in the area. An. gambiae and An.

arabiensis are very common in the wet

season. In the dry season, numbers of

mosquitoes drop to very low levels and

become impossible to find. They

reappear after the onset of rains, when

conditions again become favorable. At

this time, population growth is very
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high and vector density rapidly

increases. Population dynamics and

ecology of these vectors in this location

have been extensively described

elsewhere (Lemasson et al., 1997).

Female specimens of the

Anopheles gambiae complex were

collected after indoor pyrethrum

spraying early in the morning. The same

bedrooms were sampled in Barkedji

from August 1994 to December 1997.

Each year, collections were conducted

twice: in August, when temporary

breeding sites get flooded and III

December, just before they dry out.

Using the same collection

technique, an additional location was

also sampled III August 1996, for

within-Senegal geographical

comparison purposes. Mosquitoes were

collected in the village of Dielmo

(13°45'N, 16°25'W) located in the

Sahelo-Soudanian region of Senegal

called Saloum, 250 km south-west to

Barkedji (Figurel). Detailed

entomological study and precise

description of this site have been

published recently (Fontenille et al.,

1997). Malaria transmission is due to

An. arabiensis, An. gambiae and An.

funestus. Unlike Barkedji, Dielmo is

located on the marshy bank of a small

permanent stream which permits the

persistence of anophelines larval

development sites and malaria

transmission all year round.

All mosquitoes were stored

individually in numbered tubes with

desiccant for laboratory processing in

Dakar.

Microsatellite Genotype scoring:

DNA was extracted from a leg

or a wing of each individual mosquito

using the technique described by

Collins and other (1987). Only An.

arabiensis specimens were included in

the analysis, after species identification

was carried out by the diagnostic PCR

described by Scott et al. (1993).

Nine microsatellite loci (24D,

147, 141, 26 and 803 on chromosome

II; 45C and 29C on chromosome III;

and 49 and 7 on chromosome X) were

analyzed as previously described

(Simard et al., 1999), except that PCR

reactions were performed in 12.5 III

instead of 25 Ill. PCR products were

loaded on 10% non denaturing

polyacrylamide gels and the allelic

bands were visualized after rapid silver

staining. Multilocus genotypes of 50

specimens per sampling date and

location were scored.

Data analysis:

For each population and

sampling date, we ca1culated the allelic

245



frequencies, the mean number of alleles

per locus, the observed and expected

heterozygosity under Hardy-Weinberg's

equilibrium using BIOSYS-l software

(Swofford & Selander, 1989). Tests for

deviations from Hardy- Weinberg

expectations and for linkage

disequilibrium between loci were

computed using exact tests available in

GENEPOP 3.1 (Raymond & Rousset,

1995a). The sequential Bonferroni

procedure was applied to evaluate

significance when multiple tests were

performed (Holm, 1979). Exact tests

were also used to perform pairwise

comparisons of allelic frequencies

distribution at individual locus between

two consecutive sampling dates in the

Barkedji population. To quantify the

association between allele frequencies

from one date to the other, we computed

Pearson's correlation coefficients

between frequencies of each allele

observed in the sample at those dates

bounding the time interval under study.

Genetic differentiation among

the Barkedji population at each

sampling date and between geographie

isolates sampled in August 1996 was

examined by F statistics (Wright, 1978),

ca1culated according to Weir and

Cockerham (1984), and their

microsatellite's equivalent R statistics

(Slatkin, 1995). Estimates ofFst and Rst

were computed using the ARLEQUIN

1.1 software package (available at

http://anthropologie.unige.chlarlequinl),

developed by Schneider and

collaborators (1997). Both Fst and Rst

were tested for statistical significance

by permuting individual genotypes

among populations. Estimates of the

gene exchange index, Nm, were derived

from Fst and Rst according to equations

15b and 15a in Slatkin (1995),

respectively. Nm values derived from

loci on the X-chromosome, were

adjusted for their lower effective

population size (assuming three-fourth

ofthat of the autosomes).

Estimation of the effective population

size:

We estimated Ne of the An.

arabiensis population from Barkedji

based on temporal variations in allelic

frequencies. Waples (1989a), according

to Nei and Tajima (1981),

recommended the use of two different

ways of ca1culation, depending on the

sampling scheme: samples for genetic

analyses may have been taken before

reproduction and not replaced (sampling

plan II) or after reproduction (sampling

plan 1) and therefore contribute (or not)

to the genetic composition of the next

generation. Because specimens were

sampled from a putative very large
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population, and not replaced, we

followed the methods drawn for

sampling prior to reproduction,

sampling plan II. Thus, estimates of Ne

were obtained using equation Il in

Waples (l989a):

Ne- t
- 2(Fil )

~ - 2So - 2St

where So and S, represent sample sizes

(number of individuals) at generation 0

and t, respectively; and F estimates the

standardized variance of allele

frequency change. Several methods of

computing F have been proposed

(reviewed in Waples, 1989a). These

methods generally lead to very similar

results (Waples, 1989a; Taylor et al.,

1993; Miller & Kapuscinski, 1997;

Lehmann et al., 1998). We also verify

this accordance, therefore, only results

based on Fi (Pollak, 1983) will be

presented. Pollak's estimator for the

change in allele frequency from one

time period to another at one locus is:

~ =_I_I (Xi-Yi)2
K -1 i=l (Xi +Yi)/2

where K is the number of alleles, and Xi

and Yi represent the frequency of allele i

at generation 0 and t, respectively.

Waples (1989a) advocated that extreme

allele frequencies could introduce a bias

in the estimation of Fk leading to an

overestimation of Ne. Therefore, alleles

with frequencies lower than 2% at both

time points of the considered interval

were pooled into one class (Lehmann et

al., 1998). For estimation of Fk over all

loci, we computed weighted means of

single-locus values as:

Fkall = L (Ki - 1) Fki / L (Ki - 1)

where j stands for the different loci.

This weighted mean was then used to

estimate Ne based on all loci

information combination. Calculation of

the 95% confidence intervals (CI)

followed equation 16 of Waples

(l989a).

Like in previous studies (Taylor

et al., 1993; Lehmann et al., 1998), we

conservatively assumed that twelve

(discrete) generations occurred yearly

for An. arabiensis In Barkedji.

Estimates of Ne are also given for the

total time period (between August 1994

and December 1997) assuming 4

generations between August and

December (rainy season) and only 2

generations during the dry season

(between December and August), based

on the hypothesis that populations are

effectively maintained by estivating

females.

RESULTS:

Microsatellite loci revealed

highly polymorphie in all the samples

tested, except locus 49 that behaves in a
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non-canonical manner in An. arabiensis

and was therefore discard from further

analysis. Within-populations genetic

diversity parameters are summarized in

Table 1, for each locus and overall. The

number of distinct alleles per locus

varied greatly from one locus to the

other (from 3 at locus 29C up to 16 at

locus 26) but the averaged values over

all polymorphie loci were comparable

in all the samples tested (Table 1).

Allele frequencies were estimated from

genotypes scored at each locus for each

individual (available upon request to

corresponding author). Their

distribution was very similar in both

locations studied, as well as at the

different time points within the Barkedji

population. This suggests spatial and

temporal homogeneity of the

distribution of the genetic diversity

within An. arabiensis in Senegal.

Spatial comparison between two

populations collected in August 1996:

Most of the loci conformed to

Hardy-Weinberg proportions in both

populations collected in August 1996.

Nevertheless, significant deviations

were observed after the sequential

Bonferroni procedure was applied to

take into account the other tests at locus

45C in the Barkedji population and at

loci 24D and 141 in the Dielmo

population (Tablel). Deviation at locus

45C was associated with heterozygote

excess (negative Fis value) while a

significant excess of homozygotes was

detected at loci 24D and 141 in the

Dielmo population. No significant

association between loci was detected

by linkage disequilibrium analyses,

neither in Barkedji nor in Dielmo,

suggesting random association of

gametes within each population and

physical independence of the loci (data

not shown). When the exact test was

performed on the pooled data, two

significant associations were evidenced

out of 28 tests (for loci 24D and 141,

and 45C and 147, both probabilities

being < 10-4) . This result is consistent

with the deviations from Hardy

Weinberg proportions observed at those

loci. Therefore, no obvious indication of

subdivision of the gene pool between

Barkedji and Dielmo populations was

evidenced.

Accordingly, single locus Fst

and Rst values were very low and non

significant leading to very high Nm

estimates (Table 2). AH single locus

differentiation indices were

homogenous across the eight loci (

Fst:S0.022 and Rst:S0.056) indicating

that the pattern observed reflects

genome-wide characteristics. When

averaged over all loci, Fst estimate was
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0.0115 and was statistically significant

(P=O.013) and Rst value was 0.0088 but

was not significant (P>0.2). Derived

Nm values were 21.4 and 28.1 (from Fst

and Rst values, respectively) suggesting

high amounts of gene flow between An.

arabiensis populations in Senegal.

Temporal evolution in Barkedji:

No obvious deviation from

Hardy-Weinberg proportions was

detected, indicating no evidence for

subdivision of the gene pool III

Barkedji. Nevertheless, sorne casual

deviations were observed once at loci

26, 45C and 147, and in three out of

eight time points at locus 24D (Table 1).

While single deviations (i.e. those that

arise at one particular locus at one time

point) could be due to the effect of

chance alone, the pattern observed for

locus 24D is more likely the result of

the presence of null alleles, as

significant excess homozygosity

appears in three out of eight samples

tested. Moreover, these unique

deviations were not strengthen by other

loci and should reflect sorne local

constraints inherent to the microsatellite

locus itself, rather than genetic sub

structuring of the population. The

presence of null alleles has also been

suspected for locus 147 in former

studies (Kamau et al., 1998; Walton et

al., 1998; Simard et al., 1999).

The temporal evolution of the

average observed number of alleles per

locus (Nall), average observed

heterozygosity (Hobs) and average

expected heterozygosity (Hexp) over all

loci is shown in Figure 2 for the

Barkedji population. AlI these

parameters that describe the amount of

genetic variability within one particular

population (or sample) appeared

relatively stable during the time period

under study (see Figure 2). Paired

samples Wilcoxon signed-ranks tests

(between two consecutive time points

for each locus) were not significant for

each of the variable tested (df = 7,

P>0.07 for both the observed and

expected heterozygosities and P>0.27

for the number of alleles). Nevertheless,

when testing differences III

heterozygosity between samples from

August 1994 and December 1997, the

results were marginally significant (df =

7, P = 0.0499 in both cases). Thus, a

slight decrease in heterozygosity was

evidenced in the Barkedji population

between August 1994 (64%) and

December 1997 (57%). This decline

suggests that one or more episode(s) of

low effective population size occurred

in Barkedji during the time period under

study.
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Similarly, allele frequencies

distribution appeared very stable

between temporal samples, as shown in

Figure 3. No significant difference was

observed over the whole dataset for loci

147, 141, 803, 45C and 29C (Fisher's

exact test: P>0.16). Nevertheless, loci

24D, 26 and 7 showed significant

differences III allele frequencies

(P<O.OOl) between samples, particularly

when the collection of August 1994 was

included in pairwise comparisons. The

frequencies of individuals alleles for all

loci were highly correlated between

temporal samples, with pairwise

Pearson's correlation coefficients

ranging from 0.962 to 0.987 (61<n<64)

between two consecutive dates of

sampling and 0.955 (n=62) between

August 1994 and December 1997.

Accordingly, such stability of

allelic frequencies resulted in very low

levels of genetic differentiation

estimated when comparing each time

point to the others, with pairwise Fst

estimates ranging between -0.0027 and

0.0190 and equivalent Rst between 

0.0102 and 0.0117. Eight out of 28

pairwise Fst estimates but none of the

Rst estimates were significant, based on

the permutation test (Table 3). Waples

(1989b) pointed out that classical

statistics such as the exact test of

homogeneity of allele (or genotype)

frequencies or Fst and Rst that have

been designed to investigate genetic

differentiation between local

populations should reveal biased when

temporally spaced samples of the same

population are compared, because

genetic drift alone is expected to

produce changes in allele distribution

and frequencies. Therefore, assumptions

of independence between samples and

the island model of migration are not

respected and these tests are expected to

reveal statistically significant

differences at a rate much higher than

the 5% assumed. This trend was indeed

observed in our data as 8 out of 28

pairwtse Fst values were significant

while none of the Rst values, even

between the more extreme time points.

This pattern suggests that mutation does

not play a important role in the

evolution of the genetic variability

within the An. arabiensis population

from Barkedji at the time scale under

study, and that the differences observed

are essentially due to a genetic drift

component.

Estimation of the effective populations

size in Barkedji:

Estimates of Ne based on Fk

calculations are shown in Table 4 for

each interval as well as for the total time

period, together with their 95%
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confidence intervals. Due to the very

similar distributions of allelic

frequencies among time points,

numerous estimates suggest infinite Ne

and aIl but one single locus estimates

are unbounded upwards. Combining the

information across the eight loci yielded

similar resu1ts, the 95% CI being

definable in only one case out of seven.

Nevertheless, when estimated across the

entire time interval (i.e. between August

1994 and December 1997), Ne

estimates proved to be much more

consistent and bounded 95% CI was

obtained when aIl loci were considered.

Ne estimates were also

computed assuming a minimum of two

discrete generations between December

and August each year, in an attempt to

take into account eventual estivation of

the females that would survrve

throughout the dry season without

laying any egg batch. The resulting Ne

value we obtained was very similar to

our previous estimate assuming 12

generations a year (575 and 1,000,

respectively), and the 95%CIs

substantially overlapped (Table 4). The

ratio of Ne estimates obtained this way

(1,0001575=1.74) is identical with the

ratio of the numbers of generations

assumed to be encompassed by the time

interval studied (40/23=1.74), as t (the

estimated time length, expressed in

number of generations elapsed between

both dates bounding the interval)

appears alone in the numerator of the

equation used to estimate Ne. The

lowest and highest bounds of the 95%CI

of Ne obtained for the total time length

were 275 and 2,465 respectively.

Consecutively, Ne was estimated to

range from several hundreds to a few

thousand individuals during this four

years time period in Barkedji and no

evidence for strong and significant

population's dry season bottlenecks was

revealed.

DISCUSSION

In this study, we investigated

spatial and temporal variations in the

allelic composition at eight

microsatellite loci of An. arabiensis

populations in Senegal. Despite a

relatively high geographical distance

between two collection sites (250 km)

and very strong seasonal variations in

density observed in a long dry season

habitat in the sahelian area of this part

of Africa, allele frequencies and

distributions revealed very similar at

this geographical scale. Longitudinal

sampling in the village of Barkedji

allowed for determination of the

average effective population size that

was shown to range in the hundreds up

to a few thousands individuals. Such
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high values, derived from the

quantification of allelic frequencies

changes between time points, do not

support the hypotheses of recurrent

extinction of this vectorial population

during the dry season each year. Indeed,

allelic frequencies remained very stable

in the time interval under study

suggesting continuous presence of An.

arabiensis throughout the year in this

location. These results obtained by an

indirect approach aiming to resolve the

populations genetic structure of An.

arabiensis in Senegal have several

implications on the biology and ecology

of this species in this area that will now

be assessed.

At the geographical level first,

two An. arabiensis populations from

Senegal revealed very low levels of

genetic differentiation suggesting high

rates of gene flow over distances as

much as 250 km. Indeed, no significant

hindrance to dispersal seems to occur in

such an open environment where local

populations could therefore exchange

migrants at a high rate. This part of

central to northern Senegal is totally

devoid of geographical disruption that

could represent any barrier to individual

dispersal as no mountains nor even hills

are encountered along the distance

between both sampling locations.

Vegetation mostly consists of sparsely

dispersed shrubby trees and baobabs

that do not cluster to form dense forests.

Thus, mosquito dispersal is likely to be

important, or at least unrestricted by

environmental barriers. Mark-Release

Recapture (MRR) experiments have

suggested that active dispersal in this

mosquito complex of species is limited

to a few kilometers (Gillies, 1961;

Costantini et al., 1996; Touré et al.,

1998) but other evidences prompt that

these values could be underestimated

and that passive migration, augmented

by transportation due to human

activities and/or wind could play a

significant role in anophelines spread

over large geographical distances

(Service, 1993, 1997; Lehmann et al.,

1996a; Simard et al., 1999). In addition,

Costantini et al. (1996) reported

dispersal capacity estimates as high as

350-650 m per day per adult mosquito,

a value that provides support for an

extensive mobility of individuals. It is

worth remembering that in the sahelian

area of Africa where dry seasons are

long and yearly drought are severe,

MRR experiments are only applicable

during the ramy season, when

population densities are high. It has

been noted that one important parameter

driving members of the An. gambiae

complex dispersal seems to be the

availability of breeding sites and, to a

252



lower extent, of hosts (Thomson et al.,

1995; Costantini et al., 1996; Touré et

al., 1998). Therefore, as breeding sites

dry up during the dry season, it is likely

that sorne switch III mosquitoes

behavior towards higher propensity for

dispersion would occur. As underlined

by Touré et al. (1998), direct MRR

results should not be extrapolated to

other areas and/or time periods. Such

experiments are actually under way in

the Dielmo area.

Alternatively, the similarity of

allele distribution evidenced between

the Barkedji and Dielmo An. arabiensis

populations could reflect retention of

ancestral polymorphism and range

expansion of the species in the recent

past (Coluzzi et al., 1985; Lehmann et

al., 1996a, 1997; Besansky et al., 1997).

However, at the geographical scale

explored here, the hypothesis of high

contemporary amounts of gene flow

seems a more believable explanation as

the resolving power of the eight

microsatellite markers we used has been

demonstrated III a former study

comparing four widely isolated An.

arabiensis populations from continental

Africa and offshore islands (Simard et

al., 1999). Then, An. arabiensis seems

to form a rather homogenous gene pool

in this area, local populations being

interconnected by extensive levels of

gene flow.

Temporal stability of the genetic

diversity was revealed in Barkedji

despite extreme seasonal demographie

changes and observation of very low

numbers of mosquitoes during the dry

season (Lemasson et al., 1997). Indeed,

relatively high average effective

population size estimates have been

obtained for the An. arabiensis

population of Barkedji during our four

years longitudinal sampling. As recently

underlined by Tessier and Bematchez

(1999), this result does not necessarily

imply that variations in abundance had

no impact on the genetic integrity of the

population but, instead, strengthens the

thinking that temporal changes in

intrapopulation genetic composition are

not easily depicted unless effective

population size drops to a very low

level or changes are monitored over a

large number of generations (Waples

1989a, 1991; Waples & Teel, 1990;

Richards & Leberg, 1996; Miller &

Kapuscinski, 1997). No evidence for

lower effective population size in dry

season versus rainy season was obtained

as a consequence of overlapping 95%

confidence intervals of these estimates.

This leads to the inference that An.

arabiensis is probably maintained

continuously in the Barkedji area, a
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conclusion already reached by Taylor et

al. (1993) in other parts of Western

Africa (i.e. Mali, Nigeria and Burkina

Faso) and by Lehmann et al. (1998) for

An. gambiae (savanna cytotype) in

Kenya.

We should address here the

possible bias introduced in the way we

estimated Ne, in order to give insight to

the accuracy of these estimates.

According to Waples (l989a, 1991), the

temporal method assumes selective

neutrality of the genetic markers used,

random sampling of a homogenous

gene pool and negligible mutation and

migration. Microsatellite markers are

generally considered as selectively

neutral, being devoid of known

biological function except for rare cases

where they were shown to correlate

with genetic diseases In humans

(Brahmachari et al., 1995), they are

usually found in non-coding regions of

the genome. Nevertheless, sorne

constraints on allele size, existence of

null alleles or biased mutation rates

have been evidenced for these markers

(e.g. Bowcock et al., 1994; Garza et al.,

1995; Lehmann et al., 1996b) and could

have introduced a bias in our Ne

estimates to an unknown extent. It is

noteworthy, however, that aIl these

constraints are locus-specifie and would

not affect aIl the loci in the same way. A

better understanding of the mutation

processes involved In microsatellite

evolution would allow for a more

accurate assessment of the selective

neutrality ofthese markers. No evidence

for subdivision of the gene pool was

evidenced in Barkedji, both by Hardy

Weinberg proportions test and by

linkage disequilibrium studies

suggesting that the assumption of

homogeneity of the gene pool is met in

An. arabiensis from this location. It also

seems reasonable to assume that

mutations do not have any significant

effect on the genetic variability of the

population at the time scale investigated

(40 generations), a trend confirmed by

the lack of significant Rst estimates

between temporal samples. The

assumption of negligible migration

probably does not hold, as suggested by

the high migration index revealed

between Barkedji and Dielmo.

Nevertheless, the effect of immigration

may be limited because allele

frequencies and distributions appeared

very similar at aIl the loci we studied

between these two sampling sites.

However, this statement needs further

consideration and a more detailed study

of the pattern of gene flow at the

microgeographic level In An.

arabiensis, including more populations

should be devised. Studies addressing
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this issue are actually in progress in the

Dielmo area. We have seen previously

that the number of estimated discrete

generations spanned by the time period

under study is a parameter of paramount

importance for the estimation of Ne. We

gave two estimates of the average

population size of An. arabiensis in

Barkedji considering either 40 or 23

discrete generations, depending on

biological assumptions (see results

section). These values are likely to

represent the lowest estimates of the

number of generations elapsed during

this time period as it has been shown

that one generation of An. arabiensis

could be obtained in no more than 16

days under laboratory-controlled ideal

conditions. Thus, our estimates of Ne

are conservative with regard to this

parameter, as increasing the number of

generations would lead to higher

estimates of Ne, therefore corroborating

our inferences of large population size.

Generations are also assumed to be

discrete, a condition that is probably not

met in mosquito natural populations, but

the temporal method is robust to

overlapping generations, provided that

the time period under study

encompasses more than one generation

(Waples, 1989a; Jorde & Ryman, 1995).

Nevertheless, this could have

introduced a bias in our estimations of

Ne for "seasonal" intervals, but

estimates based on the total time period

should be less affected by deviations

from this assumption.

However, an important question

is just how large a geographical area

should be associated with this estimate

of Ne? As advocated in the first part of

this discussion, high amounts of gene

flow occur between populations as far

as 250 km apart. Therefore, the

geographical area associated with the

deme (i.e. the basic reproductive unit

within which mating is random and

panmixia is respected) is obviously

large. Thus, large populations scattered

over a wide geographical area will

result in low density of adults within a

locale during the dry season. This

phenomenon could reconcile the

findings of very low dry-season

densities observed by direct methods

(i.e. entomological sampling) and high

effective population size estimated by

indirect methods (i.e. genetic analysis).

In such a "diffused deme" (Lehmann et

al., 1998), large populations could be

maintained locally, either through

female mosquitoes surviving the dry

season in a physiologically altered state

such as gonotrophic dissociation (Omer

and Cloudsley-Thompson, 1968, 1970)

or by permanent breeding in a few

dispersed sites and extensive mobility
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of adults. However, our field

investigations did not allow for

observation of any specimen despite

extensive search in potential estivation

sites such as those described by Omer

and Cloudsley-Thompson in Sudan (i.e.

rodent burrows, trees holes, human

dwellings or dry wells) nor for

identification of permanent breeding

sites in this area. In contrast, we

obtained direct evidence of the effective

presence of An. arabiensis in Barkedji

during the dry season by collecting

couples of females seeking for

bloodmeals during fields investigations

conducted in March 1996 and March

1997, when no breeding sites were

available in the area (F. Simard and D.

Fontenille, unpublished data).

Unfortunately, the very low samples

sizes obtained precluded genetic

analysis. Were these individuals

opportunistic immigrants from adjacent

locations where permanent breeding is

allowed or estivating females in an

altered state is still an open question and

further ecological studies are required.

Whatever the major mechanism of dry

season surviving, it appears clearly that

An. arabiensis populations are not

clustered to geographically restricted

areas. The high level of genetic

diversity observed in Barkedji and its

temporal stability together with low

levels of genetic differentiation between

remote locations evidenced in this area

strengthens the view that long-distance

dispersal is common in An. arabiensis

(Costantini et al., 1996), a pattern that

could have considerable impact on the

genetic composition and level of

geographical spread of genes within this

species (Slatkin, 1987).

This ability to occupy space in a

continuous manner together with other

behavioral components such as an easy

switch to alternative feeding on non

human hosts (Gillies and De Meillon,

1968; Chauvet and Rajaonarivelo, 1973;

Gillies and Coetzee, 1987) make An.

arabiensis a difficult target for actually

available control methods essentially

based on local insecticide treatments.

With this respect, insecticide campaigns

management requires much caution to

avoid selection and rapid spread of

insecticide resistance genes within An.

arabiensis natural populations. If

confirmed by other studies in different

ecological conditions, this unrestricted

pattern of gene flow on large

geographical scales would appear as a

favorable element for implementation of

new means of struggle such as the

release of transgenic mosquitoes with

altered vector competence (Collins and

Besansky, 1994; Crampton et al., 1994).
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Figure Legends :

Figure 1: Geographie location of the study sites in Senegal, the villages of Barkedji and

Dielmo.

Figure 2: Temporal evolution of the mean observed heterozygosity (-. -), mean

expected heterozygosity under Hardy-Weinberg equilibrium (--+-) and mean number

of alleles per locus (-.-) averaged over all 8 polymorphie loci, in the An. arabiensis

population from Barkedji.

Figure 3: Schematic representation of relative allelic frequencies observed at 8

microsatellite loci in the An. arabiensis population from Barkedji, at 8 consecutive

sampling dates from August 1994 to December 1997 (X axis). "April" months stand as

dry season indicators. Each chart represents data from one locus, named in the upper

part. Alleles are denoted by their total size in base pairs on the Y axis. The surface area

of each circle is directly proportional to the frequency of the allele in the sample at the

sampling date considered. *: surface area of circles has been halved when too many

alleles were present at one locus to optimize clarity.
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Table 1: Genetic variability withinAn. arabiensis populations from Barkedji (eight time points)
and Dielmo (one time point).

Population Locus Mean
7 24D 147 141 26 803 45C 29C over loci

Nall 9 5 7 6 15 7 7 2 7.25
Aug94 H obs 0.604 0.481 0.667 0.519 0.833 0.660 0.537 0.167 0.558

Hexp 0.749 0.648 0.773 0.594 0.915 0.714 0.539 0.154 0.636
Fis +0.195 +0.259 +0.138 +0.128 +0.090 +0.076 +0.004 -0.082 0.122

Nall 8 8 6 7 13 7 7 2 7.25
Dec94 H obs 0.600 0.380 0.680 0.460 0.826 0.680 0.460 0.260 0.543

Hexp 0.722 0.577 0.768 0.583 0.861 0.736 0.435 0.228 0.614
Fis +0.170 +0.343 +0.115 +0.213 +0.041 +0.077 -0.057 -0.140 0.117

Nall 7 6 7 7 13 7 6 2 6.87
Aug95 Hobs 0.680 0.560 0.520 0.420 0.841 0.660 0.520 0.300 0.563

Hexp 0.685 0.561 0.757 0.535 0.876 0.674 0.477 0.258 0.603
B Fis +0.007 +0.001 +0.315 +0.216 +0.041 +0.021 -0.090 -0.167 0.068

A Nall 9 6 6 8 11 7 6 3 7
Dec95 H obs 0.640 0.460 0.580 0.540 0.694 0.600 0.520 0.200 0.529

R Hexp 0.654 0.531 0.712 0.687 0.846 0.625 0.511 0.216 0.598
Fis +0.021 +0.134 +0.186 +0.216 +0.181 +0.041 -0.Q18 +0.073 0.115

K
Nall 8 5 6 8 14 7 6 2 7

E Aug96 H obs 0.620 0.360 0.660 0.520 0.813 0.600 0.460 0.140 0.522
Hexp 0.587 0.489 0.719 0.636 0.884 0.621 0.419 0.165 0.565

D Fis -0.057 +0.265 +0.083 +0.184 +0.081 +0.035 -0.098 +0.155 0.078

J Nan 5 6 5 8 15 7 6 2 6.75
Dec96 Hobs 0.640 0.360 0.680 0.500 0.800 0.640 0.460 0.280 0.545

Hexp 0.668 0.464 0.705 0.619 0.874 0.709 0.451 0.243 0.592
Fis +0.042 +0.226 +0.036 +0.193 +0.085 +0.098 -0.021 -0.153 0.079

Nall 8 5 5 10 14 6 5 2 6.87
Aug97 Hobs 0.776 0.400 0.540 0.551 0.837 0.640 0.340 0.180 0.533

H exp 0.738 0.413 0.724 0.689 0.899 0.660 0.337 0.165 0.578
Fis -0.051 +0.033 +0.256 +0.202 +0.070 +0.031 -0.Q10 -0.089 0.079

Nall 9 6 6 6 13 6 7 2 6.87
Dec97 H obs 0.500 0.300 0.700 0.520 0.735 0.600 0.420 0.160 0.492

Hexp 0.573 0.485 0.754 0.630 0.890 0.624 0.423 0.149 0.566
Fis +0.128 +0.384 +0.072 +0.176 +0.176 +0.039 +0.008 -0.077 0.132

Mean Nan 7.87 5.87 6 7.5 13.5 6.75 6.25 2.12 7
over H obs 0.645 0.423 0.636 0.490 0.803 0.624 0.438 0.210 0.533

sampling H exp 0.669 0.545 0.731 0.631 0.887 0.661 0.426 0.196 0.593
dates Fis +0.061 +0.211 +0.155 +0.191 +0.097 +0.054 -0.035 -0.069 +0.099

Nan 8 7 6 6 15 8 6 2 7.25
DIELMü H obs 0.653 0.388 0.563 0.469 0.783 0.673 0.429 0.163 0.515

H exp 0.692 0.587 0.739 0.646 0.856 0.774 0.419 0.151 0.608
Fis +0.057 +0.342 +0.241 +0.276 +0.087 +0.131 -0.022 -0.079 +0.155

Nall: number of aileles per locus,
H obs: observed heterozygosity,
H exp: expected heterozygosity (Nei, 1978),
Fis is calculated according to Weir & Cockerham, 1984.
Bolded values: P<0.05.
Bolded underlined values: P<0.05 after application of the sequential Bonferroni procedure (Holm, 1979).
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Table 2: Genetic differentiation between An. arabiensis populations from Barkedji and

Dielmo.

Fst Rst

Locus Fst P Nm Rst P Nm

7 a 0.0049 0.467 68 -0.0049 0.608

24D 0.0288 0.145 8.4 -0.0044 0.586

147 -0.0067 0.926 -0.0103 0.998

141 0.0182 0.182 13.5 0.0561 0.054 4.2

26 0.0020 0.695 126.6 0.0043 0.379 58

803 0.0218 0.161 11.2 0.0069 0.304 35.8

45C 0.0095 0.305 26.1 0.0127 0.269 19.5

29C -0.0098 0.869 00 -0.0098 0.849

AlI loci 0.0115 0.013 21.4 0.0088 0.202 28.1

P refers to the statistical significance of Fst and Rst estimates, based on 1000

permutations procedure (Schneider et al., 1996).

a Nm values for locus 7 (on the X chromosomes) are adjusted assuming that Ne for the

X chromosome is three-fourth that for the autososmes.
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Table 3: Pairwise Pst (below diagonal) and Rst (above diagonal) among temporal samples of the An. arabiensis population from Barkedji.

August 1994 December 1994 August 1995 December 1995 August 1996 December1996 August 1997 December 1997

August 1994 ****** -0.0056 -0.0093 0.0009 0.0004 0.0117 0.0012 -0.0043

December1994 0.0048 ****** -0.0003 -0.0006 -0.0031 0.0074 -0.0090 -0.0102

August 1995 0.0052 0.0017 ****** -0.0011 -0.0083 -0.0008 0.0008 -0.0070

December 1995 0.0170* 0.0094* 0.0016 ****** -0.0010 0.0083 -0.0032 0.0017

August 1996 0.0190* 0.0090* 0.0006 -0.0028 ****** -0.0017 -0.0017 -0.0032

December 1996 0.0149* 0.0047 -0.0013 -0.0025 -0.0027 ****** 0.0068 0.0031

August 1997 0.0144* 0.0032 0.0043 0.0046 0.0032 -0.0015 ****** -0.0056

December 1997 0.0144* 0.0076* 0.0033 0.0031 -0.0021 0.0022 0.0023 ******

* : P<0.05 Global Fst= 0.0052 ; P<lO-4 ; Global Rst= -0.0011 ; P=0.761.
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Table 4: Effective population size (Ne) estimates based on Fk computations (Pollak, 1983). Twelve generations a year was assumed.

Time Locus
Interval 7 24D 147 141 26 803 45C 29C Ali loci

Aug 94 - Dec 94 65 (12-384) 144 (17 - 00) 00 (58 - 00) 00 (47 - 00) 123 (25 - 00) 00 (29 -00) 00 (24 - 00) 506 (1 - 00) 209 (79 - 2,317)
Dec 94 - Aug 95 816 (59 - 00) 00 (75 - 00) 00 (59 - 00) 269 (32 - 00) 513 (62 - 00) 00 (130 - 00) 993 (41 - 00) 00(1-00) 1,198(249 - 00)
Aug 95 - Dec 95 1,032(36 - 00) 00 (55 - 00) 191 (16 - 00) 79 (12 - 00) 182 (30 - 00) 00 (38 - 00) 00 (87 - 00) 00 (3 - 00) 401 (107 - 00)
Dec 95 -Aug% 00(141-00) 3,453 (37 - 00) 00 (106 - 00) 988 (59 - 00) 1,670(95 - 00) 00 ( 116 - 00) 441 (33 - 00) 00 (9 - 00) 00 (414 - 00)
Aug%-Dec96 197(19-00) 120 (13 - 00) 18,333(20 - 00) 00 (59 - 00) 00 (75 - 00) 00 (35 - 00) 172 (15 - 00) 438 (1 - 00) 634 (127 - 00)
Dec 96 - Aug 97 508 (45 - 00) 00 (40 - 00) 426 (23 - 00) 00 (89 - 00) 682 (79 - 00) 220 (23 - 00) 609 (26 - 00) 767 (1 - 00) 693 (182 - 00)
Aug 97 - Dec 97 248 (28 - 00) 490 (19 - 00) 00 (49 - 00) 735 (21 - 00) 269 (47 - 00) 00 (52 - 00) 1,545 (23 - 00) 00 (2 - 00) 654 ( 145 - 00)

Aug 94 - Dec 97 456 (88 - 1,828) 530 (62 -6,794) 00 (601 - 00) 1,879 (159 - 00) 1,127(259 - 209,632) 930 (204 - 00) 4,758 (1,457 - 00) 00 (198 - 00) 1,000(479 - 2,465)

Aug 94 - Dec 97t 263 (51 - 1,051) 305 (36 - 3,907) 00 (1 - 00) 1,080 (91 - 00) 648 (149 - 120,539) 535 (117 - 00) 2,736 (843 - 00) 00 (114 - 00) 575 (275 -1,417)

95% confidence intervals are shown in parenthesis.
00 : infinity.
t Ne has been estimated assuming two generations during the December to August dry seasons time intervals.
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Résumé: Variabilité Génétique et Flux de Gènes chez les Moustiques Anopheles
arabiensis et Anopheles gambiae, Vecteurs du Paludisme en Afrique. Apport
des Loci MicrosatelIites.

Bien connaître les systèmes vectoriels responsables de la transmission de pathologies humaines est d'une
importance primordiale pour mieux comprendre l'épidémiologie de la maladie et en optimiser les moyens de
contrôle. Dans ce but, nous avons étudié la génétique des populations d'Anopheles arabiensis et dans une
moindre mesure d'Anopheles gambiae, deux espèces jumelles de moustiques responsables de la plus grande part
de la transmission du paludisme en Afrique. L'outil moléculaire préconisé a été l'utilisation de marqueurs
microsatellites récemment isolés chez An. gambiae. Neuf loci polymorphes ont été sélectionnés.
L'analyse de la répartition de la variabilité génétique entre et au sein des populations naturelles d'An. arabiensis
a été conduite (i) dans l'espace et (ii) dans le temps. Une forte différenciation génétique a été révélée entre
populations prélevées au Sénégal, à Madagascar et sur deux îles de l'archipel des Mascareignes, La Réunion et
l'île Maurice, mettant en exergue le rôle majeur de facteurs historiques souvent anthropiques (colonisation,
campagnes de lutte antivectorielle) et des composantes géographiques (barrières à la dispersion) sur la
structuration des populations. Au Sénégal, les populations apparaissent peu différenciées géographiquement. De
plus, la composition allélique est très stable dans le temps, en dépit des fortes fluctuations saisonnières en densité
observées dans les zones sahéliennes. Chez An. gambiae, une très faible différenciation génétique a été révélée
entre les cytotypes Mopti et Savane collectés dans une zone de sympatrie en Côte d'Ivoire, alors que l'isolement
reproductif semble important.
Le caractère informatif des loci microsatellites et la pertinence des informations qu'ils procurent pour l'étude de
la structure génétique des populations au sein de ce système vectoriel sont discutés. Une attention particulière est
portée sur les implications de ces résultats dans le domaine de la lutte antivectorielle.

Mots clés: Génétique, population, Anopheles 'arabiensis, Anopheles gambiae, paludisme, microsatellites, flux de
gènes.

Abstract: Genetic Variability and Gene Flow within the African Malaria Vector
Mosquitoes Anopheles arabiensis and Anopheles gambiae. Use of
MicrosateIlite Loci.

Accurate knowledge of vectorial systems involved in human diseases transmission is of paramount importance
for a better understanding of diseases epidemiology and improvement of control means. With respect to this
rationale, we studied population genetics of Anopheles arabiensis and, to a lesser extent of An. gambiae, two
mosquito sibling species responsible for most malaria transmission throughout continental Africa. Nine
polymorphie microsatellite loci, recently developed in An. gambiae, were selected for this purpose.
Analysis of ailele distributions among and within An. arabiensis natural populations has been conducted (i) at
the spatial (geographical) level and (ii) at the temporal Ievel, High amounts of genetic differentiation were
revealed between populations collected in Senegal, Madagascar and two islands of the Mascarene archipelago,
La Reunion and Mauritius. This result underlined the major contribution of both historical demographie events,
most of which are a consequence to human activities (colonization, entomological control), and geographical
components acting as barriers to dispersal, in populations genetic structuring. Within Senegal, a very low level of
genetic differentiation was observed. In addition, allelic composition appears very stable in a long dry season
location sampled during four consecutive years, despite strong seasonal fluctuations in density. Within An.
gambiae, very low levels of genetic differentiation were observed between sympatric Mopti and Savanna
chromosomal forms in Ivory Coast, while reproductive isolation seems likely.
Microsatellites' usefulness and throughput for thé study of the genetic structure of this vectorial system are
discussed. Particular attention is paid on the outputs of such studies in terms of anti-vectorial control strategies.

Keywords: Genetic, population, Anopheles arabiensis, Anopheles gambiae, malaria, microsatellites, gene flow.
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