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! . . ) ; " . . Malaria vector -
Population genetic studies of vectors are essential for (i) the determination of their taxonomic sta - Species complex -

tus and consequently the definition of their vectorial role in the transmission of pathogenic agents; P . .

- - . ) o . ; L opulation genetics -
(i) the evaluation of the species genetic variability and the estimation of their capacities of adapta - Africa -

tion to selection pressure; (iii) an estimation of gene flow among populations in order to evaluate South-East Asia -
their degree of isolation and gene circulation, especially resistance genes. Among the malaria vec - Latin America

tors taken as examples on three continents, Africa, South-East Asia and Latin America, the large
majority of the species showed an important polymorphism.

The Gambiae Complex, which is by far the most studied one, includes at present 7 species with the
recent description of An. quadriannulatus A and B from Ethiopia. An. gambiae s.s. includes itself 5
chromosomal forms. One of them, the Mopti form, should be considered as a species unto itself. For
An. arabiensis, a strong differentiation has been observed among the populations from Senegal and
the Indian Ocean Islands. The kdr mutation, which confers resistance to pyrethroid knockdown
effect, has never been found either in the Mopti form, or An. arabiensis, indicating a restricted gene
flow between these latter two and An. gambiae s.s. The speciation process of the Gambiae Complex
seems to be a recent phenomenon due to environmental selection pressure. Species of the Funestus
Group are distinguishable by morphological characters. The genetic study of An. funestus s.s. did not
show the presence of a complex, in spite of high polymorphism and population structure.
Anophelines from eastern areas present an important biodiversity. The Minimus Complex includes
two species, A and C, which are widely distributed in South-East Asia. Species A is strongly endo
philic, on the contrary species C is at once more exophilic and zoophilic. The latter species might
have been selected by DDT indoor house spraying. After numerous taxonomic investigations, the
Dirus Complex includes now 7 species.

In Latin America, An. pseudopunctipennis clustered into three geographic populations which are
under a speciation process. One covers North America and Guatemala, the other South America and
Belize, whilst the last one is restricted to Grenada Island. On the contrary, An. darlingi showed litt -
le morphologic and genetic variability throughout the species geographic range suggesting the exis
tence of a single species.

The main objective of these studies is to implement a more selective approach of vector control pro
grams in relation to the incriminated species, their bioecology and their role in malaria transmission. The
improvement of efficiency and selectivity of vector control is becoming a major goal in order to make
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the best out of the available tools and control the impact of interventions on the environment. Afrique -
Asie du Sud-est -
Résumé : Amérique latine

Les études de génétique des populations de vecteurs sont primordiales pour (i) la détermination de
leur statut taxonomique et par voie de conséquence définir leur réle dans la transmission d’un agent
pathogene; (ii) I'évaluation de la variabilité génétique des espéces et I’estimation de leurs capacités
d’adaptation aux pressions de sélection; (iii) I'estimation des flux géniques entre populations per
mettant d’appréhender leur degré d’isolement et la circulation des génes, notamment de résistance.
Parmi les vecteurs du paludisme pris en exemple sur trois continents, Afrique, Asie du Sud-est et
Amérique latine, une large majorité des espéces présente un important polymorphisme.

Le complexe Anopheles gambiae qui est de loin le plus étudié, inclut maintenant 7 espéces avec la
description récente d’An. quadriannulatus A et B en Ethiopie. An. gambiae s.s. comprend lui-méme
5 formes chromosomiques. L'une d’entre elles, la forme Mopti, devrait étre considérée comme une
espéce a part entiére. Chez An. arabiensis, une forte différentiation s’observe entre les populations
du Sénégal et celle des iles de I'Océan Indien. La mutation kdr, conférant une résistance a I’effet
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knockdown des pyréthrinoides, n’a pas été trouvée chez la forme Mopti, ni chez An. arabiensis, indi

quant un flux génique trés restreint entre ces derniéres et An. gambiae s.s. Le processus de spécia

tion du complexe An. gambiae semble étre un phénomeéne récent d’adaptation aux pressions de
sélection exercées par I’environnement. Les espéces du groupe An. funestus sont identifiables sur
des caractéres morphologiques. L’étude génétique d’An. funestus s.s. n’a pas permis de déterminer
s’il s’agit d’un complexe, malgré un polymorphisme important et une forte structuration des popu

lations.

Les anopheéles de la région orientale présentent une biodiversité considérable. Le complexe An.
minimus comprend deux especes largement réparties en Asie du Sud-est. L’espéce A s’est révélée
trés endophile, alors que C est a la fois plus exophile et zoophile. Cette derniére espéce semblerait
avoir été sélectionnée par les traitements intradomiciliaires au DDT. Aprés de nombreux remanie

ments taxonomiques, le complexe An. dirus comprend 7 espéces.

En Amérique latine, les populations d’An. pseudopunctipennis se répartissent en 3 groupements
géographiques en voie de spéciation. L’'un est situé en Amérique du Nord et au Guatemala, un autre
en Amérique du Sud et au Belize, et le troisiéme est confiné a I'ile de Grenade. En contrepoint, An.
darlingi, peu variable morphologiquement et génétiquement sur I'ensemble de son aire de réparti

tion, représente une seule espece.

L'objectif global de ces études est de mettre en ceuvre une approche plus sélective des programmes
de lutte antivectorielle, en fonction des espéces incriminées, de leur bio-écologie et de leur role dans
la transmission. Améliorer I'efficacité et la sélectivité de la lutte antivectorielle est devenu un enjeu
majeur afin de faire le meilleur usage possible des outils disponibles et de maitriser I'impact des

interventions sur I’environnement.

Introduction

Le paludisme reste la maladie parasitaire qui fait le plus de
victimes dans le monde. Elle représente une des premieres
causes de morbidité et de mortalité et on lui attribue de 2 &
2,5 millions de morts par an, dont 80 % des cas surviennent
en Afrique sud-saharienne. La lutte contre cette parasitose
transmise par des moustiques du genre Anopheles repose
essentiellement sur deux méthodes : I'une, préventive, par la
mise en place d’opérations de lutte antivectorielle et de pro-
tection contre les vecteurs, et I'autre, curative, par le diagnostic
précoce et I’administration de médicaments antipaludiques.
La lutte contre les vecteurs implique en premier I'identifica-
tion précise du statut taxonomique des populations d’ano-
pheéles, puis leur distribution géographique et, enfin, leur role
vectoriel. De nombreux vecteurs appartiennent a des com-
plexes d’espéces dont les différentes formes ou populations pré-
sentent une importance épidémiologique trés variable. Leur
role dans la transmission du paludisme est objectivé par leur
compétence vectorielle (réceptivité de I'anophéle aux plas-
modies humaines) sous contréle génétique. Sur elle, se greffe
leur capacité vectorielle qui prend en compte les parametres
biologiques et écologiques de la population anophélienne,
tels que le taux d’anthropophilie, la longévité et le taux d’agres-
sivité.

Depuis les travaux sur le complexe An. maculipennis, le pre-
mier étudié (23), de nombreux autres complexes d’especes
d’anopheles ont été dénombrés (41, 59). Leur étude a révélé
la complexité du statut taxonomique de certains vecteurs qui
appartiennent a un groupe composé de sous-groupes pou-
vant eux-mémes renfermer un ou des complexes d’especes ;
tel est le cas des groupes An. funestus, An. leucosphyrus, An.
minimus qui seront abordés plus loin. En plus d’'une meilleure
connaissance taxonomique, les études de génétique des popu-
lations de vecteurs permettent de déterminer leur niveau de
polymorphisme qui refléte leurs capacités d’adaptation aux
pressions de sélection environnementales. Elles permettent
aussi de séparer les formes a fort potentiel de transmission
de celles qui sont moins impliquées d’un point de vue épidé-
miologique, d’étudier les échanges géniques entre especes,
formes, populations et d’évaluer ainsi leur degré d’isolement
génétique. La répartition trés sélective des génes de résistance

aux insecticides entre les différentes especes du complexe An.
gambiae s’est révélée, par exemple, étre un bon indicateur de
leur niveau d’isolement génétique. Dans le méme temps, ces
études génétiques permettent par exemple d’appréhender I'im-
pact potentiel de I'utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticide sur la composition spécifique des populations
de vecteurs. Dans I’éventualité encore lointaine d’utilisation
de moustiques transgéniques inaptes a transmettre les plas-
modies, il est essentiel d’étudier des a présent la structuration
génétique et les flux de genes existant entre les populations
ciblées pour la lutte.

Pour étayer nos propos sur I'intérét de la génétique des popu-
lations d’anophéles et les nouvelles approches que les outils
moléculaires actuels permettent d’envisager, quelques exemples
de vecteurs du paludisme provenant de trois continents
- Afrique, Asie du Sud-est et Amérique latine - sont exposés
ci-apres.

Vecteurs du paludisme en Afrique

N 0s travaux concernent essentiellement trois vecteurs
majeurs du paludisme en Afrique dont Anopheles funes
tus et deux especes du complexe An. gambiae, An. gambiae
s.s. et An. arabiensis. Les nombreuses études effectuées sur ce
complexe d’especes ont permis de faire des avancées consi-
dérables.

Etudes génétiques sur le complexe An. gambiae

Le complexe An.gambiae est sans aucun doute le plus étudié
au monde, grace entre autres aux travaux pionniers de DaviD-
SON (14), HuNT (26), WHITE (58) et CoLuzzi et al. (12), et ceci
pour deux raisons principales : ce complexe d’espéces com-
prend les deux vecteurs majeurs du paludisme en Afrique,
An. gambiae s.s. et An. arabiensis; et plus de 80 % des cas de
paludisme dans le monde surviennent en Afrique tropicale
qui n’héberge pourtant que 8 % de la population du globe. Ce
complexe est composé d’au moins six espéces qui sont An.
gambiae s.s., An. arabiensis, An. quadriannulatus (A), An.
melas, An. merus et An. bwambae. Récemment, HuNT et al.
(27) ont décrit une septieme espece, An. quadriannulatus B,
en Ethiopie. De plus, I’espéce An. gambiae s.s. se subdivise
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elle-méme en cing formes géographiques distinctes : Forét,
Bissau, Bamako, Savane et Mopti, identifiées sur la base d’in-
versions au niveau des chromosomes paracentriques (6). La
répartition de ces formes dépend essentiellement des condi-
tions environnementales, telles que le climat et la nature des
gites larvaires (54, 55). Ces six especes sont aussi différen-
ciables par PCR-rDNA (25, 48), de méme que certains cyto-
types dont Mopti et Savane-Bamako identifiables par PCR-
RFLP (Restricted Fragment Length Polymorphism) (16).
Des études sur le polymorphisme isoenzymatique des especes
du complexe An. gambiae ont montré qu’au Burkina Faso, ou
plusieurs cytotypes sont en sympatrie, et au Burundi, ou An.
arabiensis est prédominant a plus de 97 %, la structuration des
populations d’une méme espece est telle qu’elle permet de
différencier les populations endophages des exophages dans
un méme village (13, 51).

Des marqueurs microsatellites, préalablement utilisés pour
cartographier le génome des espéces du complexe An. gam -
biae (66), ont fourni un outil remarquable pour I’étude de la
structuration génétique des populations (30, 31). Ces mar-
gueurs ont montré que, dans une méme région, des diffé-
rences importantes dans la structure des populations peuvent
étre observées entre plusieurs cytotypes, surtout si les mar-
queurs microsatellites utilisés sont localisés sur le chromo-
some 2 sur lequel se trouvent la plupart des inversions
discriminantes (30). En revanche, pour un méme cytotype,
les flux géniques a une large échelle géographique sont impor-
tants (31).

An. arabiensis, une autre espéce du complexe et aussi excel-
lent vecteur, a indirectement bénéficié de ces recherches
puisque la majorité des séquences microsatellites identifiées sur
An. gambiae s.s. sont également présentes chez An. arabien -
sis (50). Nos résultats ont montré une différentiation géné-
tique forte entre des populations d’An. arabiensis du Sénégal
et celles des Tles de I’Océan Indien (50), alors qu’a une échelle
géographique plus petite (quelques centaines de kilomeétres),
les populations apparaissent peu structurées, démontrant ainsi
la présence de flux géniques importants.

Marqueurs moléculaires de résistance
aux pyréthrinoides

La résistance d’An. gambiae aux pyréthrinoides résulte, entre
autres, de la mutation de la cible de I’insecticide qui est le
canal sodium. Celle-ci confére une résistance a I’effet knock-
down (kdr) par une augmentation de I'insensibilité nerveuse
d’An. gambiae aux pyréthrinoides (39). Cette mutation d’un
seul nucléotide (TTA en TTT), correspondant au changement
de la leucine en phénylalanine, est mise en évidence par une
technique PCR de type PASA (Polymorphism of Allele Spe-
cific Amplification) qui permet de révéler le génotype des
moustiques homozygotes résistants (RR), sensibles (SS), ou
hétérozygotes (RS). Cette possibilité de travailler au niveau de
I'individu a considérablement élargi les champs d’investigation
en matiére de résistance aux insecticides, limités auparavant aux
essais biologiques et a quelques tests complémentaires utili-
sables seulement par quelques spécialistes.

Cette PCR diagnostique nous permet d’étudier la répartition
et la prévalence de la mutation kdr dans les populations natu-
relles d’An. gambiae s.s. en Afrique et d’effectuer un suivi
longitudinal de la résistance aux pyréthrinoides dans les popu-
lations cibles (7, 8).

Nos résultats ont montré que cette mutation kdr est déja bien
implantée dans les populations naturelles d’An. gambiae s.s.
en Afrique de I’Ouest puisqu’on la retrouve en Céte d’Ivoire,

au Burkina Faso, au Bénin et au Sénégal avec des fréquences
qui peuvent dépasser 80 %, méme dans des zones ou aucun
programme de lutte antivectorielle n’a été pratiqué. De nom-
breux exemples, notamment chez les anophéles, ont démon-
tré sans ambiguité que la résistance aux insecticides a été
sélectionnée avant tout par Iutilisation massive des insecticides
en agriculture, notamment le DDT dans les années 60, puis les
pyréthrinoides (7, 32, 40).

La mutation kdr que nous n’avions jusqu’a présent trouvée
gu’en Afrique de I'Ouest vient tout récemment d’étre détec-
tée par notre équipe dans une population d’An. gambiae s.s.
de Bangui, en République Centrafricaine. Ce résultat montre
I'intérét de déterminer si la mutation kdr provient d’un évé-
nement moléculaire unique qui se serait étendu aux pays voi-
sins, ou si plusieurs mutations seraient survenues
indépendamment. Dans ce cas, le risque serait de voir s’ins-
taller la multiplication des foyers de résistance partout ou la
pression de sélection s’intensifiera, notamment par la mise en
place a grande échelle de moustiquaires imprégnées. Une illus-
tration en a été donnée par RAYMOND et PASTEUR (46) qui
ont démontré que la résistance aux insecticides chez le mous-
tique Culex pipiens, induite par une estérase et observée dans
le monde entier, provenait en fait d’une seule et méme muta-
tion, qui s’est progressivement répandue grace a la remar-
guable capacité de déplacement actif et passif (par avion,
bateau, véhicule routier...) de ce moustique.

L’étude de la répartition de la résistance kd par PCR dans les
populations naturelles d’An. gambiae nous a aussi permis
d’évaluer indirectement le coQt génétique (fitness cost) de la
résistance en I’'absence de traitements insecticides et les pers-
pectives d’évolution de la résistance en fonction des pressions
insecticides d’origine agricole et/ou domestique.

L utilisation de ce marqueur moléculaire sélectionné, basé sur
la résistance aux insecticides, nous a également permis d’étu-
dier certains membres du complexe An.gambiae. En effet,
jusqu’ici la mutation kdr n’a été trouvée que chez An. gam -
biae s.s. forme Savane. On ne I'a encore jamais identifiée ni chez
la forme Mopti, ni chez An. arabiensis, pourtant couramment
trouvées toutes deux en sympatrie avec la forme Savane (9).
Ce résultat confirme I'isolement génétique existant non seu-
lement entre les espéces An. gambiae s.s. et An. arabiensis,
mais également entre les formes géographiques d’'une méme
espece. En effet, dés 1985, CoLuzzi et al. avaient montré par
des études cytogénétiques que les formes Mopti et Bamako ne
présentaient pas d’hybrides. Il en est de méme pour Mopti et
Savane dont I’'absence de flux génique entre les populations a
été confirmée par les techniques de PCR (9, 16). Ainsi, la
forme Mopti, encore rattachée a An. gambiae s.s., devrait étre
considérée comme une espéce a part entiére. Bien qu’elle soit
parfaitement interféconde au laboratoire avec les autres formes,
la présence d’une barriére pré-copulatoire dans les popula-
tions naturelles est fortement suspectée. Ce processus de spé-
ciation entre les formes d’An. gambiae s.s. semble relativement
récent et serait survenu a la suite de la régression des zones de
forét et du développement de I'agriculture (11).

Caractérisation génétique d’An. funestus

Contrairement a An. gambiae s.l., les especes du groupe An.
funestus sont beaucoup moins connues. On sait depuis les
années 1930 que ce groupe englobe plusieurs espéces proches
ne pouvant étre différenciées que par de discrets caractéres
morphologiques chez les larves ou les adultes. Dans la révision
récente du genre Anopheles (24), le groupe An. funestus est
composé de quatre espéces et d’un sous-groupe comprenant
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lui-méme quatre especes, qui sont respectivement An. brucei, gées du Népal a Taiwan et du sud de la Chine au sud de la
An. confusus, An. fuscivenosus et An. rivulorum, détermi- Thailande.

nables au stade larvaire; et An. aruni, An. funestus, An. paren - Ce vecteur fait partie du groupe An. minimus qui comprend
sis et An. vaneedeni identifiables par de légeres différences 10 especes (24) dont An.aconitus, An.filipinae, An. flaviros -
morphologiques au stade imaginal (17). tris, An.fluviatilis, An.leesoni, An.mangyanus, An.minimus
Lidentification précise de I'espéce dans le groupe est d’une trés A et C, An. pampanai et An. varuna. Ces espéces sont diffi-
grande importance pour la lutte antivectorielle. En effet, a ciles a séparer au stade imaginal.

I’exception d’An. funestus qui est un excellent vecteur, les Il est important de mentionner que les groupes An. minimus
autres espéces semblent essentiellement zoophiles et ne sont (région orientale) et An. funestus (région afrotropicale) contien-
gue peu ou pas impliquées dans la transmission des Plasmo - nent des especes morphologiquement trés proches qui ne sont
dium a I’lhomme. Ainsi, en Tanzanie et en Afrique du Sud, différenciables que sur la base de leur séparation géographique.
alors que des traitements par pulvérisations intra-domici- Anopheles leesoni en est un exemple type. Une analyse cla-
liaires avaient éliminé An. funestus, quelques individus per- distique des réarrangements chromosomiques au sein du
sistaient. Selon la région, il s’est avéré, par une étude minutieuse groupe An. funestus (19, 45) a montré que cette espéce devrait
des individus présents aprés traitement, qu’il s’agissait d’An. dorénavant étre classée dans le groupe An. minimus (24) mal-
parensis, An.rivulorum ou An.vaneedeni, espéces peu ou pas gré sa répartition afrotropicale.

vectrices (15, 60). En Afrique australe, KoekemoEeR et al. (28, Au sein du groupe An. minimus, se trouve également le com-
29) ont pu différencier An. funestus et An. vaneedeni par plexe An. minimus composé d’au moins deux espéces, A et
PCR-RFLP, et An.funestus, An.vaneedeni, An.rivulorum et C, identifiées en Chine du sud (64, 65), en Thailande (20,
An. leesoni par PCR-SSCP (Single-Strand Conformation 53) et au Vietnam (56), ainsi qu’une “Forme B”, décrite dans
Polymorphism). I’lle de Hainan (65). Ces deux espéces, de méme qu’An.aco -
A l'intérieur méme de I'espéce An.funestus, il estimportant de nitus, An.varuna, et An. pampanai peuvent étre déterminées
savoir si toutes les populations ont les mémes compétences et par électrophorése de deux systémes isoenzymatiques, Mdh
capacités vectorielles. Anopheles funestus lui-méme est trés et Odh, dont seul le dernier permet de séparer An.minimus
polymorphe, biologiquement et génétiquement. Des études A et C. Récemment, une technique par PCR d’analyse de
de cytogénétique réalisées essentiellement au Burkina Faso et I’ADN ribosomal de régions variables connues, “single strand
au Sénégal, et dans une moindre mesure au Mali, & Madagas- conformational polymorphisms” (SSCPs), a été développée
car et en Afrique du Sud, ont montré I'extréme hétérogénéité afin d’identifier quatre espéces du groupe An. minimus, qui
de cette espéce, sans que I’on puisse encore dire de facon for- sont An. aconitus, An. varuna et An. minimus A et C (49).
melle s'il s’agit d’un complexe (3, 4, 5, 33). L’analyse des inver- Nos travaux, basés sur I'utilisation d’amorces courtes (10
sions chromosomicjues a montré I"existence de trois populations bases) de type RAPD-PCR (Random Amplified Polymor-
au Sénégal, préalablement différenciées sur la base de leur degré phic DNA), confirment la présence d’An. minimus A et C
d’anthropophilie (33). Par contre, le comportement endophile au Vietnam, especes qui peuvent étre en sympatrie, et
et anthropophile d’An. funestus de Madagascar et du conti- celle d’An. minimus A au Cambodge (KENGNE et MAN-
nent africain s’est révélé identique, alors que ses habitats lar- GUIN, comm. pers.).

vaires sont trés différenciés. A Madagascar, ils sont constitués L’hétérogénéité observée dans le comportement alimentaire
aplus de 90 % de riziéres (38), alors que, sur le continent afri- d’An. minimus (42, 43) en Thailande n’est pas totalement
cain, on ne trouve pratiquement jamais cette espéce dans ce type expliquée par la reconnaissance de ces deux espéces, Aet C.
d’habitat. Ces données confortent I’hypothése qu’An. funes - Cependant, dans le nord du Vietnam (Province de Hoa Binh),
tus pourrait bien &tre un complexe d’espéces. An. minimus C a été trouvée plus exophage et zoophile que

I’espéce A qui possede un comportement fortement endo-
phile avec des densités cing fois supérieures a I'intérieur des

Vecteurs du paIUd|Sme en Asie maisons (56). L'espece C semblerait avoir été sélectionnée par
du Sud-est les traitements intradomiciliaires au DDT. Plus surprenant
encore, des populations d’An.minimus se sont adaptées a des

La région orientale présente une biodiversité considérable eaux stagnantes au Vietnam (citernes) et au Myanmar (puits).
en ce qui concerne les Anopheles. Au cours des 50 der- Ces populations, d’abord suspectées de ne pas appartenir

nieres années, la plupart des espéces étudiées morphologi- au complexe An. minimus, ce sont pourtant révélées étre des

guement, puis par des techniques cytogénétiques, biochimiques populations d’An. minimus A par analyse isoenzymatique,

ou moléculaires se sont révélées comme autant de complexes rDNA-PCR (ITS2) et RAPD-PCR (KENGNE et MANGUIN,

d’espéces, tels que An. barbirostris, An. culicifacies, An. dirus, comm. pers.).

An. fluviatilis, An. leucosphyrus, An. maculatus, An. minimus

pour ne citer que les principaux. Ces complexes d’especes Anophe|es dirus

comprennent les vecteurs majeurs du paludisme en Asie du
Sud-est qui, du fait de leur écologie trés différente, couvrent
une large partie de cette région ou le paludisme demeure un
probléme majeur de santé publique. Parmi les vecteurs les
plus importants en Asie du Sud-est, nous avons retenu An.
minimus et An. dirus.

Anopheles dirus est le vecteur majeur du paludisme dans les
zones de foréts et de clairieres au Bangladesh, au Cambodge,
en Chine du Sud, dans I’est de I'Inde, au Myanmar, en Thai-
lande et au Vietnam. Au Laos, sa présence est fortement sus-
pectée mais non encore démontrée.

Anopheles dirus appartient au groupe An. leucosphyrus, qui
englobe des vecteurs parmi les plus importants d’Asie du Sud-
est. Ce groupe comprend, entre autres, les complexes An.
Anopheles minimus a longtemps été considéré comme le vec- dirus et An. leucosphyrus composés respectivement de sept et
teur majeur du paludisme dans les collines boisées d’Asie du quatre especes (24). Ces dernieres comprennent An. balaba -
Sud-est ou ses larves vivent dans les eaux courantes et ombra- censis, An.introlatus et An.leucosphyrus A et B. Le complexe

Anopheles minimus
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An. dirus regroupe les sept especes suivantes : Anopheles dirus
s.s. (ou A), B, C, D, E, An.nemophilous (F) et An.takasagoensis
(1, 2). Leur identification était a I’origine basée sur des carac-
téres cytotaxonomiques distinctifs portant sur les chromo-
somes polyténes et mitotiques. En Thailande, quatre espéeces
du complexe (A, B, C et D) sont différenciables par analyse
isoenzymatique (21), utilisation de sondes d’ADN (44) et
RFLP (63). Récemment, une PCR allele-spécifique a été déve-
loppée (57) afin de détecter des différences fixes sur I'lI TS2
de I’ADN ribosomal de chacune des espéces. Cette méthode
permet la différenciation de cing des sept espéces du com-
plexe An. dirus, qui sont An. dirus s.s. (A), B, C, D, et An.
nemophilous (F). La répartition et le degré d’implication de
chaque espece dans la transmission du paludisme sont encore
mal connus, quelle que soit la région d’Asie du Sud-est consi-
dérée. Les especes qui ont été a ce jour répertoriées en Thai-
lande sont au nombre de cing, An. dirus A, B, C,D et F, (1,
2); de deux en Chine du sud, An. dirus A sur I'fle de Hainan
et D dans la Province du Yunnan (61, 62). Au Vietnam
(KENGNE et MANGUIN, comm. pers.) et sur la cOte est de
I'Inde (47), seuls An.dirus A et E respectivement ont été iden-
tifiés par PCR alléle-spécifique. Les especes A et D sont d’ef-
ficaces vecteurs de plasmodies humaines, contrairement aux
especes B, C et An. nemophilous (F) qui est trés exophile et
zoophile. Par contre, le pouvoir vecteur de I'espece E (sud-
ouest de I'Inde) et celui d’An.takasagoensis (Taiwan) restent
a étudier.

Vecteurs du paludisme
en Amérique latine

ans les régions néotropicales, le paludisme reste la mala-

die parasitaire la plus répandue. Jusque récemment, le sta-
tut taxonomique de deux des vecteurs majeurs, An.
pseudopunctipennis et An. darlingi, était particulierement
confus et n’avait été étudié que sur une petite partie de leur aire
de répartition. De ce fait, deux études portant sur la clarification
de leur statut taxonomique ont été entreprises sur I’ensemble
de leur répartition géographique afin de mieux appréhender
leur implication dans la transmission du paludisme.

Anopheles pseudopunctipennis

Anopheles pseudopunctipennis est le vecteur majeur du palu-
disme dans les zones montagneuses néotropicales avec une
distribution géographique étendue puisque cette espéce se
rencontre du sud des Etats-Unis (40°N) au nord de I’Argen-
tine (30°S). Elle est souvent la seule espéce vectrice a une alti-
tude supérieure a 600 m et transmet le paludisme jusqu’a
2800 m en Bolivie (18, 22). La comparaison par analyse isoen-
zymatique de 42 populations d’An. pseudopunctipennis pro-
venant de dix pays du continent américain représentatifs de
la vaste distribution de I’espéce, nous a permis d’identifier
trois groupements géographiques répartis de la fagon sui-
vante : I’'un comprend les populations d’Amérique du Nord
(Etats-Unis, Mexique) et du Guatemala; le deuxiéme, celles
d’Amérique du sud (Argentine, Chili, Colombie, Equateur,
Pérou) et du Belize; et le troisieme, celles de I'Tle de Grenade
(Caraibes). Les deux premiers groupements de populations se
rejoignent au niveau d’une zone dite de convergence située en
Amérique Centrale, entre I’est du Guatemala et le sud du
Belize. Toutefois, bien que des flux géniques aient été mis en
évidence entre ces trois groupements, il semblerait qu’ils soient
en voie de spéciation (36). La population de I'fle de Grenade,
géographiquement isolée, posséde un taux de polymorphisme

tres bas (12,1 %) comparativement aux populations du conti-
nent (39,4-78,8 %) (34). Cet isolement ne permet pas d’en-
tretenir un flux génique suffisant avec celles du continent
ameéricain, aussi cette population devrait-elle étre considérée
comme étant une espéce distincte. Cette constatation vient
d’étre confirmée par les travaux de CoeTzek et al. (10) qui, par
les techniques classiques de cytogénétique, ont mis en évi-
dence I'existence d’un complexe de trois especes correspon-
dant aux trois groupements de populations préalablement
identifiés par MANGUIN et al. (36).

Anopheles darlingi : le contre exemple
ou I'anticomplexe

L’exemple de cette espéce représente un des rares cas ou
les différences observeées, tant d’un point de vue morpho-
logique que biologique, ne sont pas corrélées avec un iso-
lement génétique.

Anopheles darlingi est le vecteur le plus efficace de la région
néotropicale. Il transmet le paludisme dans les zones humides
de basse altitude (< 550 m). Sa distribution recouvre deux
régions géographiques distinctes, I’'une trés vaste est située en
Amérique du sud et s’étend de la Colombie au nord-est de
I’Argentine, couvrant entre autres tout le bassin amazonien;
I'autre plus réduite est localisée en Amérique centrale, soit
du sud du Mexique, du Belize, du Guatemala, au Honduras
et occasionnellement au Salvador. Cette espéce n’a jamais été
récoltée entre ces deux régions du Nicaragua au Panama (35).
La séparation géographique entre ces deux populations, les
nombreuses variations morphologiques, comportementales
et biologiques décrites dans la littérature ont fait suspecter
I’existence d’un complexe d’espéces (52).

Nous avons comparé différentes populations d’ An. darlingi
collectées en Amérique Centrale (Belize) et en Amérique du
Sud (Bolivie, Brésil, Colombie, Guyane francaise, Pérou,
Venezuela) en utilisant quatre techniques : isoenzymes, RAPD-
PCR, rDNA-PCR (séquence ITS2) et morphologie. Les résul-
tats des quatre techniques ont parfaitement convergé, montrant
que toutes les populations d’An. darlingi, méme géographi-
guement éloignées (Belize et sud du Brésil), appartiennent &
une seule et méme espéce (37). La relative homogénéité mor-
phologique et génétique des spécimens étudiés tend a démon-
trer que la population d’Amérique centrale serait en fait
originaire d’Amérique du Sud. De plus, compte tenu de sa
distribution limitée en Amérique centrale, son introduction
semble étre récente et cette espece pourrait s’étendre au-dela
de ses limites actuelles (37). L’anthropophilie et I’endopha-
gie, comportements qui font de cette espece le vecteur majeur
en Amérique du Sud, peuvent faire craindre une éventuelle
extension du paludisme en Amérique centrale.

Discussion et conclusions

La caractérisation précise des vecteurs du paludisme a tou-
jours été une préoccupation majeure de I’entomologiste
médical car la connaissance de leur statut taxonomique consti-
tue un préalable indispensable a la connaissance de leurs réles
respectifs dans la transmission des maladies. Elle permet éga-
lement, en identifiant la cible, d’améliorer I'efficacité des cam-
pagnes de lutte antivectorielle préventive. Les nouveaux outils
aujourd’hui disponibles permettent d’améliorer I'identifica-
tion des especes et de faire progresser les connaissances dans
I’écologie, la biologie et I'épidémiologie. L’utilisation d’outils
moléculaires de plus en plus performants a donné un nouvel
élan a I’étude des complexes d’anophéles, conduisant a la des-
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cription de nouvelles especes et & une réorganisation plus sire
des données phylogénétiques.

Méme si le concept d’espéce est toujours défini comme la
capacité des individus d’un méme groupe a se reproduire, les
techniques qui permettent leur identification ont fortement
évolué. Les limitations de I’approche morphologique ont
entrainé un besoin croissant de développer d’autres méthodes
basées sur la génétique, ce qui a eu pour conséquence, en
retour, de révolutionner I'approche du concept d’espéce.
Les outils de la génétique moléculaire ont ouvert, dans le
domaine des complexes d’espéces, de formidables champs
d’investigations entomologiques qui permettent désormais
de préciser le role de chaque espece dans la transmission et de
caractériser les populations de vecteurs. Cette caractérisation
a permis par exemple de mieux aborder I'étude des facteurs qui
conditionnent I’évolution des populations et leur adaptation
aux contraintes diverses (modifications de I’environnement,
utilisation des insecticides ...).

L'objectif global est de mettre en ceuvre une approche plus
sélective des programmes de lutte antivectorielle, en fonction
des especes incriminées, de leur bio-écologie et de leur réle dans
la transmission. Améliorer I'efficacité et la sélectivité de la
lutte antivectorielle est devenu un enjeu majeur afin de faire
le meilleur usage possible des outils disponibles et de maitri-
ser I'impact des interventions sur I’environnement.

Il est d’autant plus important d’étudier et de différencier les
espéces au sein des complexes que celles-ci possedent des
caractéristiques écologiques, comportementales et vectorielles
distinctes. En revanche, les études qui tendent a séparer les
populations sur la seule base des variations génétiques sem-
blent déraisonnables. En effet, il faut se garder des sépara-
tions trop poussées au niveau des espéces et des formes qui ne
prendraient pas en compte les différences observées dans I'éco-
logie, le comportement des populations et leur rdle dans la
transmission, quel que soit I'intérét académique que ces décou-
pages pourraient revétir.
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