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Validité d'une méthode chérotaxique de distinction
des larves des espéces A et B du complexe

Anopheles gambiae Giles 2 Madagascar

par

G. CHAUVET *, G. DAVIDSON ** et J. DEJARDIN ***

RESUME

Une comparaison des identifications obtenues par la méthode des croisements
et une méthode chétotarique a été effectuée ¢ partir de pontes provenant de tout le
territoire. Cette comparaison montre la validité de la soie mésothoracique n° ! com-
me caractére de diagnostic d’espéce mais non celle de la soie suturale interne.

SUMMARY

A comparison of the identifications obtained by crossing method and a che-
totaric method carried oul dating from baiches proceeding from the whole country. This
comparison demonstrates validity of the mesothoracic seta n® 1 as mean species diaynos-
nostic in Madagascar but not this of the inner sutural sela.
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1. INTRODUCTION

Dans un aricle précédent deux des auteurs (CHAUVET et Dfjarpin, 1968) ont
exposé le résultat d’'une étude bioméirique portant sur douze soies différentes de lar-
ves au 4° stade, appartenant aux espéces A et B du complexe Anopheles gambiae Giles.
Pour chacune des espéces le nombre de branches de chaque soie a été relevé sur qua-
tre échantillons expérimentaux. Chacun de ceux-ci correspondait a4 des conditions de
développement différent, de facon a tenir compte d’éventuelles variations de la chéto-
taxie dues au inilieu. D’amples variations chétotaxiques intraspécifiques ont effective-
ment été notées sur la plupart des soies étudiées. Malgré cela, deux de ces soies se sont
révélées etre significativement différentes entre les deux espéces. Il s’agissail de la soie
mésothoracique n° 1 et de la soie suturale interne (Nomenclature de Purr, 1928).
Cependant, il n’était pas possible d’affirmer, malgré lartifice expérimental, que 'am-
plitude extréme des variations chélotaviques susceptibles d’étre rencontrées dans la
nature, sur I'ensemble du territoire malgache, avait été obtenue. En effet, la répartition
des espéces A et B couvre des aires étendues et diverses alors que les souches 4 et B
ultilisées avaient dans chaque cas une seule origine.

Ces données de base ont donc été appliquées a4 des souches provenant de
diverses stations de récolte réparties sur toute lile. Les résultats ont alors été confron-
tés a4 ceux obtenus par une seconde miéthode d'identification dont les conclusions sont
certaines.

Lorsque cette étude a débuté, la seule méthode incontestable d’identification
était la méthode dite « des croisements ». Celle-ci avait ét¢ appliquée avec succés par
différents auteurs et tout particuliérement par I'un d’entre nous (Davipson, 1956, 1962
et 1964 a) et par PaTerson (1963). Ce sont d’ailleurs leurs études qui ont amené &
reconnaitre chez A. gambiae (s. l.) cinq formes distinctes, considérées peu de temps
aprés comme des espéces vraies (PATERSON, 1963 et Davipson, 1964 b).

Outre la nécessité d’appliquer cette technique a titre de vérification des don-
nées obtenues par la méthode chétotaxique, son utilisation nous assurait qu’il n'existait
pas 4 Madagasecar la troisiéme espéce d’eau douce C.

2. TECHNIQUE

Des missions entomologiques furent effectuées sur tout le territoire de 1964
a 1968. De station en station, des pontes individuelles de femelles d’A. gambiae (s. L)
furent recueillies puis envoydes par les moyens de transport les plus rapides 4 Tana-
narive, sous conditionnement spécial. Chaque pponte était déposée sur des rondelles
de papier filtre humide, contenue dans une petite boite cartonnée fermée par un cou-
vercle. Ces boites étaient ensuite mises dans une caissette en contre-plaqué, doublée de
matiére isotherme, hermétiquement close. Ce conditionnement permet de conserver des
ceufs viables pendant cing jours en moyenne. Il donne de meilleurs résultats que le
procédé utilisant des sachets en polyélhyléne, mais il est plus onéreux. Arrivées au
laboratoire, les pontes étaienl en principe séparées en deux parties égales. Sur l'une
des parties, I'espece devait étre déterminée par la méthode chétotaxique, sur T'autre
par la méthode des croisements.

Cette derniére représentait suffisamment de difficultés techniques, en particu-
lier celles de maintenir des souches de référence et de pratiquer d’une facon routiniére
des inséminations forcées, pour que son application se fasse 4 Londres, par 'un d’entre
nous (G. D.).

En fonction de cette décision, les pontes recues 4 Tananarive étaient utili-
sées de deux facons différentes, suivant qu’elles pouvaient parvenir & Londres en bon
état de viabilité ou non. Si les circonstances étaient favorables. ces pontes étaient effec-
tivement partagées en deux parties et I'une de celles-ci réexpédiée ; sinon elles étaient
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mises en élevage en totalité au laboratoire de Tananarive. En principe un quota d’une
trentaine de pontes entiéres ou fractionnées pouvait étre envoyé mensuellement. Lors-
que ce contingent n’était pas utilisé par des demi-pontes. des pontes entiéres étaient
également réexpédides au laboratoire londonien.

3. RESULTATS

3.1. Comparaison des résultats obtenus par chacune des méthodes a partir d'une
méme ponte initiale.

Un total de 142 pontes a été partagé. A parlir de cet échantillonnage, §7 déter-
minations ont été réalisées 4 Londres par la méthode des croisements et 56 par la
méthode chétotaxique 4 Tananarive. Mais,en définitive, il n’y a eu que 33 doubles
déterminations, correspondant donc 4 la méme ponte initiale. La plus faible propor-
tion de succés obtenus par la méthode chétotaxique (39,4 % de déterminations contre
61,3 %) est due & ce que la diminution du nombre d'eeufs, conséquence du partage,
réduit les possibilité de la méthode basée sur I'analyse statistique ot la taille de
I’échantillon est le facteur primordial.

Les résultats obtenus par les deux méthodes sont identiques, si l'on
ne considére dans la méthode chétotaxique que le résultat donné par 1'étude de la soie
mésothoracique n° 1 et si Pon s’en tient aux limites fixées par I'étude statistique
initiale {(cf. p. 95, op. cit.). En effet, comme celle-ci 'avait théoriquement prévue, les
zones du graphique 6 dénommées «plutét A » ou « plutdét B », traduites dans le texte
par «4 » ou «B», correspondent a des risques plus grands de détermination erronée.
Une détermination que nous nous sommes risqués a faire 4 partir d’'un point représen-
tatif situé dans ces zones, a été en contradiction avec celle obtenue par la méthode des
croisements : il s’agit d’'une détermination portant sur un échantillon de taille n = 14.

TaBLEAU I

Déterminations chétotaxiques et génétiques des espéces A et B

En marge, les déterminations fournies par la méthode chétotaxique, dans le corps du
tableau, les déterminations génétiques accompagnées du nombre de cas, totalisés en marge
pour chacque espéce.

Soie mésothoracique n° 1
non TOTAL
A «A> B «<B> déci-
sion
A 4:10 A:1 A1 A 12
. B:2 B:1 B:3
Soie B A: 1l B A1
suturale B: 16 B: 16
interne non
décision
inutilisable B:1 B:1
Total .......cviiiiiiin.. A 11 A1 A1 A 13
B: 19 B:1 B: 20
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correspondani 4 un risque primitivement ecalculé de 20 %. Pour un autre cas, la déter-
mination n’a pu étre faite, la moyenne observée étant juste égale & la valeur limite
séparant les deux domaines « A » et «B».

Quant a la soie suturale interne elle a permis 32 déterminations, un échan-
tillon de taille n=12 n’ayant pu étre utilisé étant donné son trop faible effectif. Dans
quatre cas, elle a fourni un résultat opposé a celui de la méthode des croisements, soit
12,5 % de déterminations errondes ; trois de ces quatre résultats étaient en opposition
avec la détermination obtenue de la soie mésothoracique n° 1 (la quatriéme correspon-
dait 4 la non-décision par la soie mésothoracique).

Le tableau I résume l’ensemble des résultats.

Parmi les quatre déterminations erronées fournies par la soie suturale interne,
trois sont sans ambiguité comme le montre le tableau ci-dessous :

Nombre de larves porteuses de soies
Taille de a deux branches

I’échantillon ' limite
observé calculé

32 12 9 (1)
15 o 7 4 (1)
19 13 5 (1)
B2 10 10 (2)

(1) Détermination A erronée,
(2) Détermination B errondée.

La proportion observée, 12.5 %, de déterminations fausses, comparée a la pro-
portion théorique admise, 5 %, se trouve juste & la limite de signification, La soie sutu-
rale interne est donc actuellement abandonnée. La soie mésothoracique n° 1 fournit
des résultats conformes &4 ceux que nous attendions.

3.2. Comparaison basée sur la répartition géographique des especes.

Nous avons effectué 297 déterminations, iniéressant 54 stations, par la mé-
thode des croisements et 946 déterminations, concernant 135 stations, par la méthode
chétotaxique.

Grace aux déterminations du Ross Institute, il apparaissait que certaines
régions ne possédaient qu'une seule espéce. Ainsi pour les huit stations de la région
des plateaux du centre correspondant & 70 délerminations, seule I'espéce B était recomn-
nue. La méthode chétotaxique donnait des résultats absolument concordants a partir
de 148 déterminations concernant 22 stations.

De méme, les zones de sympairie 4 espéces A et B découvertes par l'une des
méthodes ont été quelque temps plus tard confirmées par la seconde, qu’il s’agisse de
régions aussi différentes que celles de I'Est, du Nord ou du Nord-Ouest de I'ile.

La validité de la méthode est également apparue d’une facon assez spectacu-
laire dans les circonstances suivantes : il semblait que seule I'espéce B soit inféodée aux
Plateaux (cf. sup.). Or, dans une station située au S.-E. de Tananarive, nous avons
déterminé contre toute attente, étant donné les résultals antérieurs, 5 femelles d’es-
péce A et 25 femelles d’espéce B par la soie mésothoracique n° 1. Un échantillonnage
de cette population immédiatement envoyé & Londres montrait que, effectivemment, I’es-
péce A s’y trouvait (1 A pour 3 B). De méme nous avons mis en évidence, par étude
chétotaxique, 'espéce B (3 B pour 9 A) dans une station considérée jusqu’a mainte-
nant comme une station 4 espéce A. Le méme processus de vérification confirmait bientot
la réalité de cette présence (1 B pour 3 A).
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3.3. Comparaison basée sur la répartition statistique des déterminations faites.

Sur les 946 déterminations faites, 33 ont été controlées comme nous ’avons vu,
par la méthode génétique. Il est bien évident que les 913 autres apportent au point de
vue validité de la méthode beaucoup moins d’information que les précédentes puisque
les erreurs ne sont pas détectées.

11 est toutefois possible d’examiner l'identité des deux séries en ce qui concerne
les déterminations faites par chacune des soies en n'utilisant que la partie supérieure
gauche (843 déterminations) du tableau II, c’est-a-dire la fraction des échantillons qui
ont permis d’affecter une ponte 4 I'une des espéces, autrement dit pour lesquels une
décision a été prise.

TasLEAaUu II

Répartition totale des déterminations chétotaxiques non contrilees

Soie mésothoracique n® 1
non Total
A «A4>» B «B» déci-
sion
4 278 47 117 43 6 491
B 34 5 305 14 3 361
Soie non
suturale décision 7 1 15 — 3 26
3 Total
interne utilisable 319 53 437 57 12 878
Inutili-
sables 6 2 23 4 — 35
Total ....... 325 55 460 61 12 913

Nous arrivons ainsi par totalisation aux tableaux IIl a et IIl b qui ne détectent
aucune différence, ni pour la soie suturale interne (¥* (corrigé) = 1,397 a 1 d.
non significatif), ni pour la soie mésothoracique n° 1 (42 (corrigé) = 0,095 a4 1 d.
non significatif).

d. I,
d. 1,

TaBLEaUu III

Comparaison des déterminations controlées et non controlées
pour chacune des soies utilisées.

Controlées NOAn, Contrélées Noﬂn .
contrdlées contrdlées.
4 ..., 14 485 4 ... 12 364
B ........ 17 358 B ........ 19 479
a) Soie suturale interne b) Soie mésothoracique n° 1

Le détail des doubles déterminations ne fait pas ressortir, lui non plus, de
divergence [tableau IV-—y2=3,068 &4 3 d. d. L. (1) non significatif].

(1) Ce 42 est quelque peu sujet & caution étant donné la faiblesse d’un effectif calculé, mais sa valeur
observée est si proche de sa valeur moyenne que la conclusion peut, semble-t-il, étre acceptée.

-
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|AY

‘Détail des doubles déterminations contrdlées et non controlées

Silrlltt‘;f,ﬁge -Mesoﬂ;?raquue Controlées ‘Non contrélées
A “Aet <Ay 11 325
A ‘B et «By 3 160
B o, "4 et «A» 1 39
B oo, Bet «Bs 16 319

I1 résulte de ces comparaisoms que I'ensemble des échantillons controlés est
une bonne image du total & qui nous pouvons attribuer les mémes caractéristiques, en
particulier une proportion trop élevée d’erreurs de détermination faites par la roie
suturale interne. Si tel n’était pas le cas d’ailleurs, les discordances de déterminations
(A, Bet «B» et B, 4 et ¢ A ») devraient étre en nombre égal et lc tableau V symé-
trique par rapport 4 sa dlagonale prmCIpale

TasLEau V

Répartition des déterminations chétotaxiques décidées et non controlées

Soie mésothoracique n° 1
Total
Aet «4d> Bet ¢«B>
Soie A ........ 325 160 485
suturale
interne (B ........ 39 319 358
Total ....... ..., 364 479 843

Numiériquement 1'(galité est loin d'étre réalisée ; cette constatation est confir-
mée par le test de symétrie de ce tableau : 32 (corrigé) = 72,4 4 1 d. d. 1, significatif.
Le méme test ne peut étre appliqué au tableau des déterminations contrdlées (effec-
tifs trop faibles) mais la structure est la méme (en gros 3 a 4 fois plus de 4, Bet «B»
que de B, A et «A »). On retrouve d’ailleurs cette disproportion, plus ou moins mar-
quée, dans chacune des grandes régions géographiques comme le monire le tableau VI

Il semble donc bien, en définitive, que pour I'ensemble des régions, les déter-
minations faites par utilisation de la soie suturale interne ne présentent pas de garan-
ties suffisantes alors qu’une plus grande confiance puisse étre accordée a la soie méso-
thoracique n° 1.

Un probléme reste avec celte derniére soie, celle qui en fin de compte a été
effectivement utilisée : c’est celui de la taille d’échantillon. Primitivement la taille de
n = 50 avait été calculée comme limite permeitant une bonne détermination : c’est la
une taille déja: grande pour la pratique et une exploration experlmentale de T'influen-
ce de la taille de I’échantillon a été tentée par recherche d'une taille a partir de. la-
quelle la détermination faite était identique 4 la détermination définitive.

Nous avons tout d'abord tenté d’estimer la proportion de mauvaises détermi-
natlons éntrainée par de tout petits échantillons ; partant de 553 échantillons de tail-
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TAB_LEA.U‘ VI

Répartition, région par région, des déterminations chétotaxiques '
décidées et non controlees

Soie Soie mésothoracique n° 1
Région suturale Total
) interne Aet ¢A> B et «<B»
A 1 ‘ 21 - 22
Hauts -
Plateaux B SRR | 79 | 86~ ‘
4 Total .......... o 8 100 108 7
- 7 250 67 317
Cote —
Orientale |B e 17 34 ' 51
I Total ,.......... 267 ' 101 368
A i 62 ' : Yl 119 P
Cote -
Occidentale B .. 14 ' 157 171
Total .......... 76 214 290
A ool 6 12 18
Sambi- -\ T T 19 T
rano
Co Total .......... 7 31 38
A L — — —
Région Sud |B ............. — 8. 8§ =
l Total .......... — 8 8 -
A o 6 3 9
Région ;
Nord B . —_ 22 22
Total .......... 6 25 31

les variées, nous avons tiré au sort 10 individus (lames) dans chaque échantillon et
procédé & la détermination & partir -de sous-échantillon. Les résultats de ces observa-
tions sont fournies dans le tableau VII.

TaBrEAaU VII

2

Détermination sur Détermination sur.le sous-échantillon
I'échantillon de taille 10 Total
complet Aet <4 Bet «<By
Aetxd» ..o 195 - v 20 215 '
Boet B> ovvuiiannnn.... B - E N D I

Ce tableau est syméirique par rapport 4 sa dlagonale pI‘lDClp’lle (x? (corrigé)
= 0,356 4 1 d.d.l, non significatif) : les discordancésiisont donc également : i'epartles
et leur proportion est de 45/553, soit 8,1 %, ce qui esiélevé. Pt :

67



G. CHAUVET, G. DAVIDSON ET J. DEJARDIN

Nous avons ensuite, toujoums par tirage au sort, augmenté la taille du sous-

échantillon & 15, 20 et 25 lames. Les proportions de discordances ont évolué de la
facon suivante :

— pour 15 lames 33/553, soit 6,0 %,
~— pour 20 lames 30/553, soit 5,4 %,
— pour 25 lames 20/553, soit 3,6 %.

Il faut remarquer que 19 des 45 déterminations initiales, soit 3,4 % du total,
ont exigé, pour étre concordantes, I'utilisation de la quasi-totalité de I’échantillon. On
peut penser qu'il s’agit la vraisemblablement d'erreurs de détermination sur ’échan-
tillon complet, amenées par la présence de mesures extrémes qui modifient la conclu-
sion sur l'ensemble. Si cette hypothése est exacte une détermination douteuse peut
aisément éire conirdlée par échantillonnage aléatoire dans les lames disponibles et, si
un doute subsiste encore, soumise au controle biologique.

Il semble done, au vu de ces résultats. qu’au-dela de la taille n = 25 Ia conclu-
sion définitive ne soit pratiquement plus modifiée.

Pour vérifier cette conclusion nous avons, pour 814 échantillons non contré-
1és, établi la distribution des «A » et des « B» en fonction de la taille d’échantillon.
Ces distributions figurent au tableau VIIIL.

TaBrLeau VIII

Déterminations « 4 » et « B» en fonction de la taille d’échantillon

Taille
déchantillon «A> ¢<B» Ensemble

10-15 oo e 27 15 42
1620 ... ... 12 19 31
21-25 e 4 9 13
26-30 ... 6 3 9
31-35 .. e, 5 5
36-40 ..., 2 2
4145 e 1 1
46-50 ...
Total ............ccivunnn 49 54 103

Total A et «4A» : 355 Total B et «B»-: 459

Nous constatons sur ce tableau que les tailles d’échantillon supérieures a 25
ne nous conduisent qu'a peu de déterminations douteuses :

* 6/3556 = 1,7 % pour A4
* 11/459 = 2,4 % pour B
® 17/814 = 2,1 % dans 'ensemble.

Nous pouvons donc dire, compte tenu des deux observations qui ont été fai-
les, que la taille minimale peut sans gros inconvénients étre ramenée & n = 25. Cette
taille est praticable et les proportions de doutes (2,1 %) et de non-décision (1,3 %) sont
telles que ces cas puissent aisément étre soumis &4 la détermination biologique.

Remarquons pour terminer que, d’aprés les calculs de I'étude biométrique (cf.
p- 96 op. cit.), 4 la taille n = 25 correspond un risque de 13 % alors que nous venons
de constater 2 ou 3 % ; en ajoutant 4 ceci le fait que les non-décisions sont en pro-
portion de 1,3 % (12/913) au lieu de 5 % attendu (et que ces deux proportions diffe-
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rent significativement), nous pouvons valablement penser avoir atteint par notre arti-
fice expérimental les limites de la variabilité intraspécifique naturelle pour la soie
mésothoracique n° 1. Pour la soie suturale interne, le contraire parait plus plausible
étant donné le relatif insuccés que nous avons obtenu par son utilisation.

4. CONCLUSION *

L’application de la méthode chétotaxique & l'ensemble des souches récoliées
sur tout le territoire de Madagascar et la vérification des résultats obtenus par la
méthode des croisements aboutissent aux conclusions suivantes :

~— la soie suturale interne est a4 abandonner, tout au moins dans le cadre
des limites initialement proposées,

— la soie mésothoracique n° 1 nous semble en revanche permettre un diag-
nostic sfir des espéces A et B a condition d’utiliser des tailles d’échantillon au moins
égales & 25.

Les comparaisons effectuées a partir d’individus provenant d’une méme ponte
sont incontestables. D’autres, fondées sur I'’étude d'un échantillonnage de la popula-
tion du complexe 4 I’échelle de la station ou d'une unité écologique régionale, n'ont
a4 proprement parler qu'une valeur indicative et complémentaire. Elles n’en gardent
pas moins une réelle valeur puisque, d’une part, elles ne révélent aucune déformation
systématique par rapport i l'échantillonnage contrdllé par double détermination et
que, d’autre part, elles aboutissent toujours a4 une conclusion concordante en don-
nant une image identique de la distribution des espéces pour un mombre important
de stations.

Il serait intéressant de savoir si cette méthode est applicable hors de Mada-
gascar. Expérimentée en Afrique de 1’0Ouest, Haute-Volta, sans considération, semble-
t-il, des limites de tolérance, fonctions de la taille de I’échantillonnage, elle n’aurait
pas donné les résultats escomptés (Coz, 1967). Il resterait, dans tous les cas, 4 en
faire l'essal dans la partie orientale de la Région éthiopienne, oit les données sont
peut-étre différentes. Quoi qu’il en soit, on peut concevoir qu’il y ait eu une évolu-
tion particuliére des espéces a Madagascar, en fonction de D'insularité du territoire
qui remonte 4 une époque postérieure a Vapparition des moustiques. Nous n’en pren-
drons comme présomption que le grand nombre d'espéces endémiques anophéliennes
malgaches (50 % des espéces).

En tout état de cause, cette méthode nous a permis de faire progresser les
études sur la répartition, les variations saisonniéres et les facteurs de distribution
des espéces A et B beaucoup plus rapidement que ne nous l'aurait permis la métho-
de lente et difficile des croisements, méthode par ailleurs indispensable.
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et de rigueur. M= D.:SCHWARTZ a regroupé les observations, exécuté et vérifié avee soin
les calculs numériques aux Services Scientifiques Centraux de I'O.R.S.T.O.M. Qu’ils
recoivent ici tous nos remerciements.
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