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Le palu~isme est une parasitose causée par un protozoaire parasite du genre Plasmodium

transmIs à un hôte vertébré par l'anophèle femelle. Sa distribution se situe sur la ceinture

tropicale et sub-tropicale (Figure 1). De nos jours, le paludisme est un problème de santé pour 2,4

milliards de personnes, représentant 40% de la population mondiale, et touche directement 500

millions d'entre eux (Phillips 2001), tandis que 1 à 2 millions en meurent chaque année. Bien que le

paludisme soit un grave problème en Asie et en Amérique latine, il reste le problème majeur de santé

publique en Afrique sub-saharienne qui représentent 90% de la population mondiale touchée par

cette maladie et en particulier les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes. L'impact

économique du paludisme se situe à 2 niveaux. Un impact direct qui correspond au coût des

traitements et un coût indirect lié à la perte économique lorsque l'adulte est malade ou lorsqu'il

s'occupe d'un enfant malade, mais aussi à la perte économique future due à la mortalité infantile.

Dans les pays d'Afrique à fort taux de transmission, la pénalité dans la croissance économique peut

atteindre 1,3% (RBM : http://rbm.who.int).

La lutte contre cette maladie est menée sur deux voies. D'une part, l'éradication du parasite qui est

basée sur la stérilisation du réservoir humain grâce à des mesures préventives et la

chimiothérapeutique. D'autre part, la lutte contre le vecteur qui passe par le développement de

stratégies de lutte par limitation du contact homme/moustique, notamment par l'utilisation

d'insecticides. Les années 1930-40 ont donné lieu à la mise au point des premiers médicaments

antipaludéens et insecticides efficaces et peu onéreux (Schechter et al. 1949). Dès sa création en

1948, l'organisme mondial de la santé (OMS) a donné priorité à la lutte contre le paludisme. Les

efforts de lutte se sont concentrés jusqu'en 1972 sur une volonté d'éradiquer cette maladie. Les

stratégies développées après cette date par l'OMS, étaient basées non plus sur l'éradication mais sur

le contrôle: diagnostic et traitement rapide des cas, prévention (dont la lutte antivectorielle),

endiguement des épidémies et renforcement des capacités nationales de lutte (Mouchet et al. 2004).

Le développement d'un programme efficace contre les parasites et les vecteurs a permis de diminuer

voire d'éradiquer la maladie dans certains pays (Mouchet et al. 2004). Cependant, les nombreuses

épidémies meurtrières (Mouchet et al. 1998) ont montré les faiblesses de ces nouvelles stratégies. De

plus, le développement d'une double résistance de Plasmodium aux antipaludéens et des anophèles

aux insecticides a aggravé la situation du paludisme dans le monde. Cette maladie a de fait réémergé

depuis les 25 dernières années et elle est réapparue dans des pays où elle était maîtrisée ou avait

disparue (Trape et al. 2002). Une redéfinition des priorités en terme de lutte (Declan 1997) a permis

d'établir des programmes qui cherchent non plus à éradiquer ce fléau, mais plutôt à limiter la

morbidité et la mortalité pour arriver progressivement à son élimination.
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Figure 1 : distribution du paludisme dans le monde. Copyright http://rbm.who.int

L'échec, aujourd'hui, d'une lutte efficace contre cette maladie est aussi du à l'absence de vaccin

efficace. Trois voies sont explorées pour son développement. Le vaccin peut être dirigé contre les

antigènes des phases pré-érythrocytaires (sporozoites et formes hépatiques), des phases pré­

érythrocytaires asexuées ou des stades sporogoniques (Mouchet et al. 2004). Une quarantaine

d'essais de vaccins a eu lieu depuis vingt ans, la plupart dirigés contre les sporozoites, quelques-uns

uns contre les formes sanguines et un seul contre la transmission. Les vaccins testés aujourd'hui sont

limités face à la diversité antigénique produite à chaque stade parasitaire et à l'hétérogénéité de la

réponse immune chez l'homme. Leur développement doit alors faire face à un double défi: couvrir la

diversité et le polymorphisme des populations de parasites, mais également être aussi simple et bon

marché que possible.

En attendant l'arrivée d'un vaccin, il est indispensable de continuer la lutte par la prise en charge des

malades, la protection des groupes à risque, la prévention par la lutte antivectorielle et la prévention

et la lutte contre les épidémies.
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PARTIE 1.. INTRODUCTION

CHAPITRE 1 • LES ANOPHELES, VECTEURS DU PALUDISME

L 'étude du paludisme a débuté dès la fin du siècle dernier par la découverte, en 1880 par

Alphonse Laveran, de l'agent causal de la maladie, un parasite protozoaire du genre

Plasmodium. Les premiers oocystes paludéens ont été découverts entre 1895 et 1897 par le docteur

Ronald Ross dans les parois de l'estomac des moustiques du genre Anopheles ayant piqués un

malade atteint du paludisme. L'année suivante, Giovanni Batista Grassi décrit les transformations du

parasite chez An. claviger et prouve que le paludisme observé chez l'homme est bien transmis par

les anophèles. A la fin du XIXème siècle, les trois acteurs de cette maladie étaient donc identifiés avec

le parasite du genre Plasmodium, le vecteur du genre Anopheles et l'homme. Malgré les nouvelles

statégies de contrôle développées depuis 1972 par l'OMS, le paludisme est toujours la maladie

parasitaire la plus meurtrière au monde (Mouchet et al. 2004). Aujourd'hui, sans vaccin contre cette

maladie, la lutte antivectorielle reste un moyen d'action efficace. Cependant, elle doit être basée sur

une connaissance approfondie de la taxonomie, de la biologie et de l'écologie des populations

vectorielles afin d'optimiser les moyens de contrôle et de soutenir le développement d'études

épidémiologiques.

LE GENRE ANOPHlliS. Le moustique vecteur de Plasmodium est un anophèle, du genre Anopheles,

qui comprend 6 sous-genres reconnus (Harbach 2004). Sur 466 espèces d'anophèles reconnues dans

le monde, 70 à 80 sont considérés comme vectrices d'agents du paludisme et une vingtaine comme

vecteurs majeurs. Le genre Anopheles inclus aussi des moustiques qui transmettent des agents de

filarioses et des arbovirus pathogènes pour l'homme et les animaux. Les sous-genres Anopheles et

Cellia possèdent le plus grand nombre d'espèces (186 et 225 respectivement) (Figure 1-1). Le sous­

genre Nyssorhynchus, incluant aussi des vecteurs majeurs du paludisme (notamment An. darlingi) ,

ne comporte que 32 espèces. Aucune espèce des sous-genres Lophopodomyia et Stethomyia n'est

vectrice. Les plus grands sous-genres sont classés en section, série, groupe et complexe d'espèces

(Harbach 2004). Les complexes d'espèces sont des espèces jumelles c'est-à-dire morphologiquement

proches ou indifférenciables. Ces espèces peuvent avoir des comportements, des écologies et des

capacités vectorielles différentes. Un grand intérêt doit être porté à l'identification et à leur

caractérisation de ces espèces afin de déterminer leur rôle dans la transmission du paludisme.
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ORDRE

FAMILLE

SOUS-FAMILLE

GENRE

SOUS-GENRE

1

Culicidae

1

1 1

1Anophelinae Il Culicinae
1

1

1 1 1

1

Chagasia Il Anopheles Il Bironella
1

1

1
1

1 1 1 1

Anopheles Cellia 1 Kerteszia Lophopodomyia Nyssorhynchus Stethomyia
(186 sp) (225 sp) (12 sp) (6 sp) (32 sp) (5 sp)

Figure 1-1 : classification des Anopheles de l'ordre au sous-genre. Le nombre d'espèces dans les sous­
genres est indiqué entre parenthèses.

LE CYCLE BIOLOGIQUE des anophèles est constitué d'une phase aquatique au cours de laquelle les

stades immatures se développent et d'une phase aérienne pendant laquelle l'adulte se consacre à la

reproduction. Le cycle est ponctué de mues qui ont lieu au moment des changements de stade

immature, puis d'une métamorphose complète pour le passage au stade imaginaI. La femelle pond, à

la surface de l'eau, 100 à 300 œufs munis de flotteurs latéraux. Les œufs éclosent généralement dans

les 2 à 3 jours, selon la température. Ils sont sensibles à la dessiccation et ne peuvent survivre que

quelques jours. Les larves, sans siphon, vivent parallèlement à la surface de l'eau. Les brosses

buccales drainent vers la bouche les particules alimentaires. Les larves se développent en 4 stades,

LI à L4. Le développement larvaire se fait généralement en une semaine, mais peut varier selon les

conditions environnementales. La L4 devient une nymphe après mue. Ce stade a une durée

inférieure à 2 jours et donnera lieu, après métaporphose, à l'émergence de l'adulte ou imago.

La fécondation a lieu le troisième jour qui suit l'émergence des adultes. Le mâle doit subir une

hémirotation de son appareil génital avant de pouvoir s'accoupler. Ce phénomène a lieu dans les 24h

après l'émergence. Les mâles forment un essaim de reproduction au crépuscule. Les femelles

s'approchent alors de cet essaim pour l'accouplement. La femelle n'est fécondée en général qu'une

fois, les spermatozoïdes sont stockés dans une spermathèque et féconderont les ovocytes lors de leur

passage dans l'oviducte. Après chaque fécondation d'ovocytes, la femelle cherche un hôte vertébré

selon ses préférences trophiques, attirée par l'émanation de gaz carbonique de la respiration de

l'hôte, puis par la transpiration et la température corporelle. Ce repas sanguin permettra de mener les

œufs à maturité. La succession de recherche de l'hôte, prise du repas de sang, digestion et

développement des ovocytes est appelée cycle gonotrophique dont la durée est de 2 jours. Au cours

de sa vie (environ 1 mois), la femelle peut ainsi effectuer plus d'une dizaine de cycles

gonotrophiques. Le choix du site de ponte par la femelle dépend de l'espèce et du lieu, d'où une

PARTIE 1• LES ANOPH~LES, VECTEURS DU PALUDISME. 7



grande diversité dans les gîtes de ponte. Toutefois, l'absence de pollution organique est une

constante chez les anophèles. Les comportements trophiques et gonotrophiques sont différents selon

les espèces. Une femelle peut être anthropophile ou zoophile selon qu'elle pique préférentiellement

l'homme ou l'animal lors du repas sanguin. Elle est endophage si elle pique à l'intérieur des

habitations ou exophage si elle pique à l'extérieur. Enfin, on parle de femelle endophile ou exophile

selon le lieu de repos après le repas sanguin, intérieur ou extérieur des maisons ou étables.

La survie et la densité des populations d'anophèles dépendent donc, d'une part des conditions

météorologiques qui influence l'abondance des gîtes larvaires, et, d'autre part, de la proximité des

hôtes.

LA TRANSMISSION DU PALUDISME est dépendante de 3 partenaires: le parasite de genre Plasmodium,

un hôte intermédiaire vertébré (l'homme dans le cas du paludisme humain), et un anophèle femelle,

hôte définitif. Le temps pour le parasite d'effectuer son cycle dans l'anophèle dépend du parasite, de

l'hôte, mais aussi de l'environnement, plus particulièrement la température. Ce cycle appelé

sporogonique, dure en régions tropicales, pour Plasmodium falciparum, environ 10 jours. L'hôte

définitif, où se passe la phase sexuée, acquiert le parasite lors du repas sanguin sur un homme

infesté (Figure 1-2). Le moustique prélève des gamétocytes lors de son repas sanguin qui, dans le

système digestif, formeront des zygotes. Ceux-ci traversent alors la paroi stomacale pour former un

oocyste dans lequel se développeront les sporozoïtes qui entraineront l'éclatement de l'oocyste à

maturation. Les sporozoïtes ainsi libérés gagneront les glandes salivaires afin d'être transmis, lors du

repas de sang suivant, à un autre hôte vertébré. Un moustique est considéré comme infectant du

moment où les sporozoïtes sont dans les glandes salivaires. Une femelle est infectante à vie et peut

donc infecter plusieurs hôtes lors ces cycles gonotrophiques après que ce soit accompli le cycle

sporogonique.

La phase asexuée s'effectue chez l'hôte vertébré. Les sporozoites injectés par l'anophèle femelle,

migrent alors vers le foie et se transforment en schizontes hépatiques, c'est la phase exo­

érythrocytaire qui a lieu dans les cellules hépatiques. Cette schizogonie tissulaire est le lieu de la

multiplication des mérozoïtes. Relâchés dans le système sanguin et après éclatement du schizonte,

les mérozoïtes iront envahir les érythrocytes pour se multiplier en trophozoites puis en schizontes

(schizogonie sanguine). Après éclatement des cellules sanguines, les shizontes réinfesteront d'autres

cellules sanguines pour recommencer un cycle de multiplication ou bien pour débuter la

gamétocytogenèse. Les gamétocytes matures, mâles et femelles, seront ensuite libérés dans la

circulation sanguine périphérique, et prélevés par le moustique. C'est la phase érythrocytaire.

L'éclatement des hématies entraine l'épisode fébrile caractéristique du paludisme. Sur la centaine

d'espèces de Plasmodium, quatres espèces sont pathogènes pour l'homme P.falciparum, P. vivax, P.

malariae et P. ovale. Sur ces 4 espèces, un seul, P. falciparum, peut entrainer la mort, si le malade

survit, il est spontanément guéri. Les trois autres espèces, si elles ne sont pas mortelles, provoquent

des rechutes.

PARTIE 1• LES ANDPHtm, VECTEURS OU PALUDISME. 8



Un moustique i'emellc du genre

Al10phdes pique un homme inrecte

par le paludisme el prèle\ e les

gamètes de Plasmodium,

Les cellules ,nlestees éclatenl el

relâchent les merozolles qui vont

en ,nl'ecter d'autres D'autres

cellules relâchent des gamètes qUI

Ironl inrectes les moustiques,

Phase sexuée du c)cle de l'le de

Plasmodium dans le moustique, Les

gamètes rusionnent en zygotes, la

méiose se mel en place, les

sporozoites sont produits ct migrent

dans les glandes salivaires,

Les merozoltes se reproduisent de manière

asexuèe dans les ér\'lilroc\ tes

l'iCiLÎre du moustique qui ini'esle un

autre humain, en injectant la sai il'e

qui contient des sporozoites,

Sporozoitcs dc
J~/lISIll(}(lilJm

Foie intecte par les
sporozoltes el

mullilllication
asexur-t."

Les cellules infectées du roie

éclatent et relâchent les

mérowlles de PlasmodIUm

qui vont infecter les

ér~1hrocytcs

Mèrozoites

Hématies

Figure 1-2 : cycle de transmission du paludisme (d'après http://www.millerandlevine.com/chapter/20/
flg-20-7.html)

VECTEUR DU PALUDISME HUMAIN. Les anophèles ne sont pas tous vecteurs d'agents du paludisme, et

seuls certains transmettent les parasites du paludisme humain, Un vecteur potentiel de paludisme

humain doit être génétiquement compatible avec les plasmodies humaines et avoir une longévité

permettant la réalisation des cycles sporogonique et gonotrophique. Il doit enfin avoir un

comportement trophique au moin partiellement anthropophile,

Encadré 1-1 : symptômes du paludisme

Les symptômes sont la fièvre eUou des signes grippaux, incluant des frissons, des maux de tête,
des douleurs musculaires et de la fatigue, Le cycle du parasite étant synchrone, les accès de fièvre
sont périodiques, Leur périodicité dépend de l'espèce de Plasmodium en cause, et coïncide avec la
multiplication des parasites et l'éclatement des globules rouges, qui conduit également à l'anémie,
Des nausées, des vomissements et de la diarrhée peuvent être présents, Le paludisme à P,
falciparum peut être fatal s'il n'est pas traité, Dans certains cas, les globules rouges infectés peuvent
bloquer les vaisseaux sanguins irriguant le cerveau: c'est le neuropaludisme, souvent mortel.

PARTIE 1-LES ANOPHÈLES, VECTEURS DU PALUDISME - 9



PARTIE 1• INTRODUCTION

CHAPrrRE 2 • PRESENTATION D'AN. SUNDAICUSS.L.

Anopheles sundaicus a été décrit pour la première fois par Rodenwaldt en J 925 en tant qu'An.

ludlowi variant sundaica. Le type provenait des îles Sunda (Indonésie). La reconnaissance

d'An. sundaicus comme une espèce à part entière a été faite par King () 932), le distinguant

morphologiquement de An. ludlowi et An. liloralis. Anopheles sundaicus a été souvent mal identifié

et confondu avec An. ludlowi (King 1932, Christophers 1933, Reid 1968). Ainsi, sa distribution a été

faussement reportée à plusieurs reprises en Chine, Taiwan et aux Philippines (Christophers 1933,

Reid 1968). Dès 1933, Christopher le classe dans le sous-genre Myzomyia (=Cellia), Groupe

Pseudomyzomyia sous le nom d'An. sundaicus. Reid, en 1968, se réfère donc à An. sundaicus

comme étant classé dans le sous-genre Cel/ia et série Pyrétophorus selon la classification d'Edwards

(1932) (Encadré 1-2). On y retrouve aussi le complexe Gambiae, vecteur majeur en Afrique sub­

saharienne et le Complexe Subpictus, sympatrique d'An. sundaicus en Asie du sud-est (Encadré 1-2).

Linton et al. (2001 a) décrit un néotype provenant de la plage de Pandan beach, Lundu, Province de

Sarawak, Malaysia (1 le de Bornéo) car le type décrit par Rodenwaldt en 1925 était inexistant

(Bonne- Webster and Swellengrebel 1953, Reid 1968). Ce travail de caractérisations morphologique

et moléculaire est la base des investigations du travail présenté ici.

,Illustration 1-1 : An. sundaicus sol. (Photo Mr Michel Dukhan, IRD, 2003.) Collecté en Janvier 2003
dans la province de Bac Lieu, Vietnam.
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Encadré 1-2 : les membres de la série Pyretophorus (Harbach 1994)

An. christyi (Newstead & Carter)
An. daudi Coluzzi
An. indefinitus (Ludlow)
An. limosus King
An. /itoralis King
An. /ud/owae (Theobald)
An. parangensis (Ludlow)
An. vagus Doenitz

Région Afrotropicale*
Région Afrotropicale*
Région Orientale*
Région Orientale*
Région Orientale*
Région Orientale*
Région Orientale*
Région Orientale*

Complexe Sundaicus: An. sundaicus (Rodenwaldt)
Complexe Subpictus: An. subpictus Grassi
Complexe Gambiae: An. arabiensis Patton,

An. bwambae White, An. gambiae Giles,
An. me/as Theobald, An. merus Doenitz,
An. quadriannu/atus Theobald espèces A et 8

*d'après Mouchet et al. (2004)

Région Orientale *
Région Orientale*

Région Afrotropicale*
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ARTICLE 1 • BIOLOGIE ET SYSTEMATIQUE DU COMPLEXE AN. SUNDA/(US, IMPACT SUR LA

TRANSMISSION DU PALUDISME ET LA LunE ANTIVECTORIELLE

Dusfour I. et al. 2004. Bionomics and Systematics of the Oriental Anopheles sundaicus complex in
relation to malaria transmission and vector control. Am J Trop Med & Hyg 71 (4) 518-524

Malaria control strategies aim to decrease human morbidity and mortality by limiting parasite

transmission (Declan 1997). The identification of vector species and knowledge of their ecology and

behavior is essential for epidemiological studies and the design and implementation of appropriate

vector control strategies. Among morphologically indistinguishable anopheline species, distinct eco­

ethological differences have been used to identifY putative species associated with malaria

transmission (Green et al. 1990, Van Bortel et al. 1999, Della Torre et al. 2002). These putative

species are now recognized as distinct genetic species.

In Southeast Asia, vector studies and malaria control are focused mainly on three major species

complexes: An. dirus Peyton & Harrison, An. minimus Theobald and An. sundaicus Rodenwaldt.

The An. dirus and An. minimus complexes are weil known because they are widespread throughout

Southeast Asia, whereas the An. sundaicus complex has been investigated to a much lesser degree

because the species occur mainly in coastal areas (Soeparmo and Lair 1954, Hair 1973, Kalra

1978;1980, Brandling-Bennett et al. 1981, Bang 1985, Chooi 1985, Das et al. 1989, Nguyen Tang

Am et al. 1993, Meek 1995, Barcus et al. 2002). The ecology, behavior and/or vectorial capacity of

An. sundaicus s.l. have been described for populations in India, Indonesia, Malaysia, Vietnam,

Myanmar, Thailand and Cambodia (Chow 1970); however, comparisons of the main characteristics

of populations across the distribution of the taxon are wanting (lkemoto 1996).

The probability that An. sundaicus represents a complex of species was hypothesized on the basis of

eco-ethological differences and isolation of populations on the coastal areas and islands of Southeast

Asia (Kalra 1978, Rao 1984, Chang Moh Seng et al. 2001). The recent use of genetic and molecular

tools confirmed the genetic isolation of species that comprise the An. sundaicus complex (Sukowati

et al. 1996, 1999). Considered an efficient malaria vector taxon, An. sundaicus s.l. has been a

principal target of mosquito control programs even though links between biological characteristics

and vectorial capacity have not been clearly defined.

The aim of this paper is to consolidate available information about the An. sundaicus complex as a

foundation for further investigation and a better understanding of the individual species across their

ranges of distribution. Unless otherwise noted, An. sundaicus refers to An. sundaicus s.l. in the

discussion below.
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Figure 1-3: distribution of the An. sundaicus complex. Coastal areas lined in black represent the
currently recognized distribution. Grey zones are areas whereAn. sundaicus reportedly disappeared.
The taxon is absent or has never been recorded from uncolored areas.

DISTRIBUTION

The distribution of An. sundaicus includes coastal areas (Figure 1-3) from northeastern India to

southern Vietnam (below the II th paral1el), south to the Nicobar, Andaman and Indonesian islands

(Reid 1968, Sukowati et al. 1996, Linton et al. 2001a). The taxon occurs in southem Sulawesi (Reid

1968, Collins et al. 1979) but is absent from the Philippines (Coosemans et al. 1998, Phan 1998) and

has not been reported from southern Bomeo (Christophers 1933, Nagpal and Kalra 1997) (Figure

1-3). It has been recorded from Pakistan (Puri 1936;1948, Nasiruddin 1952) and two localities in

northwestem India (Singh et al. 1985), but these records require verification.

Environmental changes due to human activities seem to be causing the disappearance of the taxon

from coastal areas (Rajogopal 1976, Kalra 1978, Dash et al. 1984, Bang 1985, Nguyen Tang Am et

al. 1993). Recent field surveys in northwestern peninsular Malaysia and the eastern coastal region of

India (Figure 1-3) suggest that An. sundaicus no longer occurs there (Sandosham and Thomas 1983,

Nagpal and Kalra 1997, Dash et al. 2000).

Earthen embankments were built in peninsular Malaysia, to prevent intrusion of sea water (Abu

Hassan et al. 1997) and profound ecological and salinity changes occurred in India (Dash et al.

1984), which probably altered or eliminated potential larval habitats. In other countries such as

Pakistan, field records are not recent and the occurrence of An. sundaicus is uncertain. In addition,

local populations ofAn. sundaicus are known to have a fluctuating, patchy distribution in space and

time, changing through the year in response to the availability ofadequate breeding sites (Reid 1968,

Scanlon et al. 1968, Ikemoto et al. 1986). In general, the distribution ofAn. sundaicus on the coastal

areas and islands of Southeast Asia is poorly known due to a paucity of available data.
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BIONOMICS: FIRST EVIDENCE OF ASPECIES COMPlEX

Immature stages. The immature stages of An. sundaicus inhabit sunlit bodies of stagnant water,

including ponds with vegetation and floating algae (Ikemoto et al. 1986, Nguyen Tang Am et al.

1993), swamps (Kalra 1978), mangrove (Harinasuta et al. 1974), wells, rockpools (Nagpal and Kalra

1997, Chang Moh Seng et al. 2001), and particularly shrimplfish ponds along the coast or irrigated

by inland sea-water canals (Christophers 1933, Soeparmo and Lair 1954, Soerono et al. 1965,

Collins et al. 1979, Nguyen Tang Am et al. 1993, Phan 1998), which are reported as favorable

habitats in Vietnam and Indonesia (Illustration 1-2). Sea-water aquaculture was known during the

18th century in Jakarta to be favorable for malarial mosquitoes, which were most likely An.

sundaicus (Van der Brug 1997). Lagoons and creeks (Soeparmo and Lair 1954, Kalra 1978,

Kirnowardoya and Yoga 1987, Miyagi et al. 1994, Nagpal and Kalra 1997, Das et al. 1998) and

blocked river mouths (Chow 1970, Chooi 1985) are also favorable sites for An. sundaicus larvae. As

the majority of suitable larval habitats are provided with saline water from the sea, An. sundaicus has

been described as mainly a brackish water breeder in coastal areas (Soeparmo and Lair 1954,

Nguyen Tang Am et al. 1993, Webster 2000b). However, the taxon has been found in inland sites

with either brackish or freshwater. In southern Vietnam, where no permanent freshwater breeding

sites have been encountered, sea water canals contribute saline water to larval habitats (Phan 1998).

ln contrast, An. sundaicus larvae breed in inland freshwater ponds in India (Senior-White and

Adhikari 1939, Nagpal and Kalra 1997), Car Nicobar island (Das et al. 1998), peninsular Malaysia

(Reid 1966), Sarawak (Malaysian Borneo (Chang Moh Seng et al. 2001) and Indonesia (Soeparmo

and Lair 1954, Collins et al. 1979, Sukowati et al. 1996). Published data indicate that larvae tolerate

salinity ranging from 0 to 11% (Figure 1-4), i.e. from freshwater «0.05%) to much greater

concentrations than sea water (3.5%). Over time, salinity in ponds changes as a result of rainfal1,

inundation by sea water and evaporation (Reid 1968, Phan 1998).

Soeparmo and Lair (1954) and Kikuchi et al. (1997) noted that the levels of salinity in coastal

habitats are affected by tidal movements. Therefore, any comparison of salinity must be done

cautiously, as indicated by the different optimal ranges shown in Figure 1-4. Phan (1998) noted a

positive correlation between salinity and vector density, with peak density at the start of the rainy

season. This correlation shows the importance of salinity tolerance in larval development. In

addition, Collins et al. (1979) noted that An. sundaicus females in southern Sulawesi readily oviposit

in freshwater if no brackish water sites are available. The wide range from freshwater to saline

breeding sites was one of the differences that led mosquito workers to hypothesize that An.

sundaicus was a species complex (Chang Moh Seng et al. 2001).

Either different species accounted for observed ecological differences or one euryhaline species was

tolerant to a wide range of salinity.
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Illustration 1-2 : gîtes larvaires d'An. sllndaicus s./.

BI Bassins d'élevage de crevettes

ensolei liés avec de la végétation

immergée. Province de Ben Tre,

Sud Vietnam. (Photo 1. Dusfour,

2003)

A 1 Bassin d'élevage de

crevettes couvert d'algues

flottantes. Province de Bac

Lieu, Sud Vietnam.

(Photo l. Dusfour, 2003)

CI Algues filamenteuses flottantes et

végétation immergée. Province de

Tien Giang, Sud Vietnam.

(Photo l. Dusfour, 2003)

DI Gîte larvaire dans les rochers de la

plage de Pandan beach à Lundu,

Sarawak, Malaysia. Les gîtes sont

caractérisés par l'absence de végétation

émergée ou émergente et d'algues

filamenteuses flottantes.

(Photo Y.M. Linton,2001)
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Figure 1-4 : range and optimal range of salinity reported for breeding sites ofAn. sundaicus in various
countries.

Compared to salinity, the pH of larval habitats is not so variable, ranging from 7 to 8.5 in India,

Vietnam and Java (Indonesia) (Kirnowardoya and Yoga 1987, Das et al. 1989, Nguyen Tang Am et

al. 1993, Nagpal and Kalra 1997).

Filamentous floating algae and aquatic plants appear to be crucial for the development of An.

sundaicus larvae (Kirnowardoya and Yoga 1987, Nguyen Tang Am et al. 1993). Aquatic flora

supplies food (micro-algae and bacteria) and protection against predators (Soeparmo and Lair 1954,

Schaefer and Kirnowardoyo 1983, Imai et al. 1988). In Bengal (India), Iyenger (1945) found a direct

relationship between surface algae together with submerged vegetation and breeding sites.

Exceptions inc1ude sites on the Coral Beach of India (Christophers 1933) and rock pools on Pandan

Beach in the Lundu District of Sarawak (Malaysian Borneo) (Chang Moh Seng et al. 2001) where

no vegetation was present. Freshwater plants such as Salvinia sp. (Imai et al. 1988) and Eichhornia

crassipes (water hyacinth) (Kikuchi et al. 1997) are associated with the absence of An. sundaicus

larvae, but as immature stages occur in freshwater habitats these plants seem to be more a barrier to

oviposition than indicators ofunfavorable breeding places (Kikuchi et al. 1997).

Adult behavior. Differences in adult behavior are also indicators of species diversity. Anopheles

sundaicus exhibits both endophagy and exophagy. It is mainly endophilic and anthropophilic but

also exhibits exophily and zoophily (Table 1). Indoor application of insecticide for vector control

revealed the presence of exophagic, exophilic and zoophilie An. sundaicus in areas of the Nicobar

islands and Vietnam where the vector was previously known to be endophagic, endophilic and

anthropophilic (Kalra 1978, Phan 1998).
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Country Trophic preference
Resting

Biting preference Source
preference

Cambodia Exophagy Anthropophily (Chow 1970)

Cambodia Exophagy/endophagy Endophily Zoophily/anthropophily (Webster 2000b)

India (Nicobar/Andaman) Endophagy Endophily Anthropophily (Covell 1927)

India (Andaman/Orissa) Endophily Anthropophily
(Covell and Singh
1942)

India (Nicobar/Andaman) Exophagy Exophily Zoophily/anthropophily (Kalra 1978)

India (Nicobar) Zoophily (Kumari et al. 1993)

India (Nicobar) Endophagy Endophily
(Kumari and Sharma
1994)

India (West Bengal) Zoophily/anthropophily (Nandi et al. 2000)

Indonesia (northern
Exophagy/endophagy Exophily (Ikemoto 1982)

Sumatra)

Indonesia (western Java) Endophagy Endophily (Akiyama 1984)

Indonesia (central Java) Endophagy Endophily
(Kirnowardoya and
Yoga 1987)

Indonesia (Sulawesi) Endophagy Endophily Anthropophily (Collins et al. 1979)

Malaysia Exophagy Exophily Zoophily
(Moorhouse and
Wharton 1965)

Malaysia Exophagy Anthropophily (Chow 1970)

Malaysia (Sarawak) Endophagy (Chow 1970)

Thailand Exophagy Zoophily (Gould et al. 1966)

Vietnam Endophily Anthropophily (Giang et al. 1980)

Vietnam Exophily (Phan 1998)

Table 1-1 : behavior ofAn. sundaicus observed in different localities

Females exhibit a peak of biting activity from 20:00 to 03:00 depending on locality. Adventitious

biting in dark houses during the day has been observed

in Vietnam (Hair 1973, Nguyen Tang Am et al. 1993), but humans are generally at higher risk of

being bitten indoors while sleeping during the night. Anopheles sundaicus is capable of flying long

distances, ranging from 1.6 km to 9 km (Sundaraman et al. 1957, Reid 1968, Sandosham and

Thomas 1983, Meek 1995), but blood feeding depends on the location, the availability of hosts and

insecticide pressure.

Due to its ecological and behavioral plasticity, An. sundaicus has adapted to a range of coastal and

inland environmental situations. The main requirement is the presence of sunlit breeding sites with

fresh or brackish water, floating algae and non-invasive vegetation in coastal areas and on islands.

Adult females are mainly anthropophagie and endophilic. Comparison of the biology of An.

sundaicus with that of the more intensely studied An. gambiae complex in Africa or the An. minimus

complex in Asia suggested the existence of a species complex in the absence of other evidence.

Investigation based on genetic tools confirmed that An. sundaicus is a complex of species.

GENE'rIC CONFIRMA'I'ION OF A SPECIES COMPLEX

Genetic tools were used to establish beyond doubt that An. sundaicus is a species complex.

Cytogenetic and enzymatic studies were first carried out on populations from Thailand and

Indonesia (Java and Sumatra) that resulted in the discovery of three forms, informally designated

forms A, Band C (Sukowati et al. 1996, Sukowati et al. 1999). A fourth cytotype named D, was
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identified on Car Nicobar Island (Nanda et al. 2004). Form A was collected from coastal areas of

Thailand, Sumatra and Java. Forrn B was mainly collected in the freshwater sites at South Tapanuli

in northern Sumatra in association with form A, where it comprised 92.9% of females captured in

September 1993 and 87.5% in September 1994 (Encadré 1-3). Form B was also found with form A

in a brackish water area at Purwojero in south-central Java, where it comprised 9.9% of the

collections. Form C was only found in one coastallocality at Asahan in northeastern Sumatra, where

it occurred in sympatry with both species A and B (48.4% A, 14.5% B, and 37.1% C). The presence

of forms A and B at both freshwater and brackish water sites seemed to dispel the hypothesis that

populations with different ecological requirements might represent different species.

[n fact, use of the cytochrome b (Cyt-b) and cytochrome oxidase 1(COI) mitochondrial markers later

showed that mosquitoes reared from an inland freshwater pond near Miri and a brackish water rock

pool on the shore of the South China Sea in the Lundu District of Sarawak were the same species

(Dusfour et al. 2004b). Based on the formai taxonomie recognition and definition of An. sundaicus

s.s. as the species encountered in Miri and Lundu (Linton et al. 2001a), Dusfour et al. (2004b)

demonstrated that forrn A in the coastal areas of Vietnam and Thailand is a different genetic species

ofAn. sundaicus complex J.

The genetics of An. sundaicus are poorly explored but the limited chromosomal, isozyme and

molecular studies confirmed that the taxon is a species complex. However, the molecular studies

were based on sorne different populations than the chromosomal and isozyme studies, and the results

cannot be correlated entirely. Further investigation using the same markers and the same populations

is required to c1arify the number of species that comprise the complex.

ANOPHlliS SUNDAJ(US: A MALARIA VECTOR

Differences in the adult behavior and larval habitats of An. sundaicus are indicative of an increased

risk of contact with humans. Anopheles sundaicus is considered as either a major vector or

secondary vector of malaria depending on region and country (Schaefer and Kirnowardoyo 1983,

Meek 1995). It was regarded as a secondary vector in Thailand in the past (Gould et al. 1966,

Harinasuta et al. 1974). However because of its occurrence close to tourist sites it is now considered

as a potential major vector (Chowanadisai et al. 1989). In contrast, it has been regarded as the

principal vector in coastal areas of India (Rao 1984), Vietnam (Nguyen Tang Am et al. 1993) and

Indonesia (Soeparmo and Lair 1954, Miyagi et al. 1994). Kirnowardoya and Yoga (1987) noticed

that malaria transmission at Chilacap on Java fluctuated widely, not only from year to year, but also

from locality to 10cality during the same year. In the meantime, An. sundaicus was responsible for

local epidemics in Orissa (India) from 1930 to 1940 (Nagpal and Kalra 1997), Calcutta in 1936 (Sen

1938), Vietnam from 1965 to 1985 (Phan 1998) and [ndonesia in 1985 (Kirnowardoya and Yoga

1987).

1
Ce travail a été effectué dans le cadre de la thèse et est décnt dans la partie TaxonomIe et Phylogéographle
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Encadré 1·3 : études de cytogénétiques chez An. sundaicus s.l.

D'après (Sukowati et al. 1996, Nanda et al. 2004)

L'étude décrite par Sukowati et al. (1996), a été menée sur des populations naturelles d'An.
sundaicus par analyse de chromosomes polytènes des cellules ganglionnaires de larves. Le
caryotype d'An. sundaicus a montré, comme pour tous les anophèles, 2n=6 chromosomes, deux
paires d'autosomes et une paire de chromosomes sexuels.

En 1996, Sukowati et al. ont décrit 3 formes chromosomiques (A, B, C ) réparties en Thaïlande et en
Indonésie. Deux types de chromosomes X ont été observés basés sur des différences dans la
répartition et la densité de l'hétérochromatine centromérique. Le chromosome Xa possède 4 bandes
claires, larges et diffuses à l'extrémité. Le variant Xb a un profil différent sur l'extrémité, avec deux
bandes noires proéminentes. Le chromosome 2 présente une variation sur son bras 2R. Le variant
2Rb se distingue du 2Ra par la présence d'une zone diffuse proche de la région centromérique. De
plus, deux types distincts ont été trouvés pour le chromosome Y. Les deux formes télomériques sont
constituées de deux blocs d'hétérochromatines. Cependant, Y2 est plus grand que Y1 possédant un
bloc d'hétérochromatine supplémentaire.

La distinction des trois formes se fait par la combinaison des différents types (Table 1-2). La forme B
est fortement liée à des gîtes d'eau douce, alors que les formes A et C semblent être corrélées à
l'eau saumâtre.

Nanda et al. (2004) se sont basés sur ces types pour caractériser des populations des îles Car
Nicobar. Un quatrième type, D, a alors été identifié. Mais aucune différence n'a été trouvée entre
des gîtes d'eau douce et d'eau saumâtre.

Profils de bandes des Chromosomes
chromosomes polytènes mitotiques

Formes Xa Xb 2Ra 2Rb Y ch
A + + Y1 Normal
B + + Y1 Normal
C + + Y2 Grand
D + + Y2 Grand

Table 1-2 : résumé des difTerences entre les chromosomes polytènes et mitotiques des trois formes
d'An. sundalcus. +, presence; -, absence; ch, block d'hétérochromatine péricentrique du chromosome
2.

Encadré 1-4 : études isoenzymatiques chez An. sundaicus s.l.

Les résultats obtenus en cytogénétique ont été confirmés par une analyse basée sur 12 marqueurs
isoenzymatiques (Sukowati et al. 1999). La Mannose Phosphate Isomerase (Mpi) a révélé 2
isomères disciminants pour les espèces A et B. L'allèle a est caractéristique de l'espèce A et l'allèle
b est caractéristique de l'espèce B. La forme C présente une fréquence des allèles a et b
équivalente.

Formes
A
B
C
D

Fréquences des isomères de la Mpi
Freg (Allele a) > 0.933
Freg (Allele b) >0.889
Freq (Allele a)±Freq (Allele b)

Table 1-3 : résumé des fréquences alléliques de Mpi pour chacune des espèces discriminées par l'étude
en cytogénétique.
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Outbreaks in Indonesia are also linked to the increase of shrimp and tish farming (Christophers

1933, Van der Brug 1997). The development of such farms induced, tirst, an increase in mosquito

densities and, second, a greater proximity of mosquitoes to human hosts in important social and

economic areas (Soeparmo and Lair 1954) . Knowledge of fluctuations in densities ofAn. sundaicus

is crucial for understanding malaria transmission in inhabited coastal areas. This taxon has been

found in large numbers in certain areas of central Java (lndonesia) and Nicobar Island where the

incidence of malaria is very low (Sundaraman et al. 1957, Kumari et al. 1993). Huehne (1971) found

that although An. sundaicus occurred in high densities in coastal areas of Malaysia, it was not

involved in malaria transmission.

Country Year Sporozoite rate (%) Source

Bangladesh 1952 4.3 (Nasiruddin 1952)

Cambodia 1977 0.4 (Klein 1977)

India (Calcutta) 1936 3.6 (Sen 1938)

India 1948 2.7 (Nagpal and Kalra 1997)

Indonesia (Sulawesi) 1953 0.04 (Bonne-Webster and Swellengrebel1953)

Indonesia (Sulawesi) 1973 0.07 (Collins et al. 1979)

Indonesia (Java) 1952-56 0.04-0.3 (Sundaraman et al. 1957)

Indonesia (Flores) 1991 4.2 (Marwoto and Arbani 1991)

lndonesia (Sumatra) 2002 1,2 (Fryautf et al. 2002)

Malaysia (Sabah Prov.) 1957 1.65 Malaria Report 1957 (Chow 1970)

Thailand 1966 0 (Gould et al. 1966)

Vietnam (Go Cong Prov.) 1961 2.9 (Phan 1998)

Vietnam (Go Cong Prov.) 1971 4.4 (Phan 1998)

Vietnam (Ho Chi Minh Prov.) 1968 \.03 (Nguyen Tang Am et al. 1993)

Vietnam (Mekong delta) 1968 0.18 (Hien 1968)

Vietnam (Tra Vinh Prov.) 1975 2.7 (Giang et al. 1980)

Vietnam (Bac Lieu Prov.) 1998 0 (Coosemans et al. 1998)

Table 1-4 : sporozoite rates observed in different populations ofAn. sundaicus.

Recently, Coosemans et al (1998) indicated a null sporozoite rate in Bac Lieu Province of southem

Vietnam where humans receive an average of 12.78 bites fromAn. sundaicus per hour. Coosemans

et al (1992) explained that a drastic increase of density can induce a reduction in transmission as a

result of decreased mosquito longevity whereby sporogonic development of malaria plasmodia

cannot be completed. This situation could occur anywhere where An. sundaicus occurs in very high

densities. On the contrary, Poolsuwan (1995) explained that a low sporozoite rate is compensated for

by high density in areas of transmission. However, no studies have examined mosquito densities in

relation to decrease in sporozoite rate. Additionally, few recent data are available for sporozoite rates

in An. sundaicus, and published observations show considerable disparity in different localities and

countries (Table 1-4). Apart from the transmission of human malarial parasites, An. sundaicus has

been found to transmit monkey malaria in the Andaman Islands (Kalra 1980). Although previously

detined as anthropophagie, endophagic and endophilic, Kalra (1980) found that An. sundaicus was

more zoophilie, exophagic and exophilic. Sporozoite detection revealed that An. sundaicus was
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transmitting P. cynomolgi, which is closely related to P. vivax, to both monkeys and humans. This is

interesting in view of laboratory studies which have shown that An. sundaicus is not able to transmit

P. gonderi (Collins and Contacos 1980) or other parasites on Nicobar Island (Das et al. 1989). The

role of An. sundaicus in malaria transmission has been defined as heterogeneous. As such, it poses a

threat for malaria epidemics and endemism in areas of economic development, notably shrimp

farming and tourism. Consequently, it is important to monitor populations to better define the actual

or potential role of An. sundaicus in malaria transmission. The ecological and behavioral plasticity

of this taxon poses difficulties for the development of appropriate vector control strategies.

CONTROL STRATEGIES

Eradication of An. sundaicus was included in the anti-malarial programs undertaken in many

Southeast Asian countries in the 1950s. The strategy was based on the application of DDT inside

houses (Brandling-Bennett et al. 1981, Meek 1995, Phan 1998). The unforeseen consequence was

the rapid resistance of mosquitoes to DDT (Table 1-5). However, An. sundaicus remained

susceptible in a few malaria foci of India (Das et al. 1989, Nagpal and Kalra 1997). Other

insecticides were used in areas where DDT resistance occurred but few records report whether or not

An. sundaicus has developed resistance. To circumvent or decrease the extent of resistance and

avoid wasteful indoor spraying where An. sundaicus is exophilic or exophagic, control efforts

focused on environmental alteration of breeding sites, particularly in Indonesia. The elimination of

brackish water habitats by drainage was effective in decreasing vector densities (Soeparmo and Lair

1954). The main idea of such drainage is to confine the tidal influence to well-kept channels where

the movement of water will prevent the breeding of An. sundaicus (Sandosham and Thomas 1983).

Bunds and sluice gates built at the outlet of the main drains are commonly used methods to prevent

the invasion of seawater (Sandosham and Thomas 1983), but such constructions are expensive.

Fortunately, control measures against An. sundaicus coincide with the complete exclusion of salt

water in agriculture (Sandosham and Thomas 1983). Efforts to eliminate vegetation and algae from

ponds, and plant mangrove in lagoons, were also undertaken. However, these practices required

ongoing attention and follow-up (lyenger 1945, Kirnowardoyo 1988).Takagi (1995) attempted to

suppress larval development in western Java by shading fishponds with the leaves of Nipa palm, or

by adding larvivorous fish to these habitats. This strategy was cheap, easy to develop and efficient,

but it required the monthly renewal of Nipa palm leaves and was not suitable for fisheries and large

ponds. Larvivorous fish were used successfully in combination with Bacillus thuringiensis

israelensis and chemical larvicides in northern Sumatra (Ikemoto et al. 1986), and Schaefer and

Kirnowardoyo (1983) introduced B. thuringiensis H-14 in western Java for the successful control of

An. sundaicus. Unfortunately, subsequent application was inefficient (Kirnowardoyo 1988). Similar

trials were undertaken with B. sphaericus 2362 in Thailand (Chowanadisai et al. 1989). Ali of these

strategies were considered successful in controlling An. sundaicus (Ikemoto et al. 1986, Imai et al.

1987, Meek 1995), but they were impractical for large-scale application at nationallevels.
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Resistance status

DDT resistant

DDT resistant

Dieldrin resistant, DDT susceptible

DDT susceptible

DDT and dieldrin resistant

Date Country

1954 Indonesia

1956 Indonesia (Java)

1962 Malaysia (Sabah)

1973 Indonesia (Sulawesi)

1976 Indonesia

1978 India

1979 Singapore

DDT resistant
Susceptible to 3 organochlorines, 5
organophosphates and 1 pyrethroid

1989 India (Kamorta Island) DDT susceptible, temephos susceptible (Das et al. 1989)

1985 Vietnam DDT resistant, others susceptible (Nguyen Tang Am et al. 1993)

1985 Indonesia (Java) DDT susceptible (Kirnowardoyo 1985)

1987 Indonesia (central Java) DDT resistant (Kirnowardoya and Yoga 1987)

1994 Vietnam DDT resistant, others susceptible (Gornostaeva et al. 1994)

1997 India DDT susceptible (Nagpal and Kalra 1997)

2000 Indonesia DDT resistant (Webster 2000a)

Table 1-5 : chronologicallisting of insecticide resistance noted in different populations ofAn.
sundaicus.

CONCLUSIONS

Due to its plasticity and capacity to transmit malaria, members of the An. sundaicus complex

represent a threat to coastal and island populations ofhumans in Southeast Asia. The capacity ofAn.

sundaicus to develop in seawater, various concentrations of brackish water, and freshwater is not

linked to a particular species but to an ability of the species to adapt to available sites. However, its

presence is restricted along the coast, supporting the hypothesis of larval tolerance to freshwater

rather than a wide degree of adaptability. The capacity to develop in a range of habitats from

freshwater to seawater is not unusual in anopheline mosquitoes being known for other species, such

as An. pseudopunctipennis (Manguin et al. 1996). Moreover, the lack of recent data on the

bionomics, insecticide resistance and vector capacity, as well as the general lack of surveillance and

monitoring of potential vector populations, make the development of targeted control measures

problematic. The results of recent molecular and phylogenetic analyses of the An. sundaicus

complex (Dusfour et al. 2004b) will foster further study of these mosquitoes. The next step should

be the elucidation, characterization and identification of ail members of the complex which includes

four identified species: An. sundaicus s.s. and species A confirmed by molecular markers (Dusfour

et al. 2004b) and species Band C (Sukowati et al. 1996, 1999). Such work is needed to determine

the distributions, disease relations, environmental characteristics and insecticide resistance of the

individual species. This knowledge is essential for epidemiological studies, the design and

implementation of appropriate vector control measures, and the development of strategies for

monitoring the spatio-temporal fluctuations of An. sundaicus needed to assess the potential risk of

malaria outbreaks.
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Anopheles sundaicus est l'un des trois vecteurs majeurs du paludisme en Asie du sud-est. Il est

suspecté depuis longtemps d'être un complexe d'espèces sur la base de l'observation de

variations écologiques et comportementales. Cette hypothèse a ensuite été confortée par des analyses

de cytogénétique et confirmée par des études isoenzymatiques (Sukowati et al. 1996, 1999). Au

début de ma thèse, la caractérisation du néotype d'An. sundaicus s.s. par descriptions morphologique

et moléculaire (marqueurs COI et ITS2) avait été le seul travail publié basée (Linton et al. 2001 a).

Une étude réalisée sur des populations thaïlandaises, Vietnamiennes et Malaises (provenant de

Bornéo) par analyse de RAPDs avait alors montré une différenciation des populations continentales

et celles de Bornéo (Cohuet & Manguin, données non publiées) 1.

Par le passé, An. sundaicus était considéré, sur toute sa distribution, comme un vecteur majeur. Il

reste dans les mémoires comme un vecteur efficace du paludisme au cours d'épidémies et

d'endémies (voir Article 1 « An. sundaicus : a malaria vector »). Aujourd'hui, selon les quelques

données publiées (Kirnowardoyo 1985, Meek 1995, Rahman et al. 1997) et les commentaires

personnels de partenaires sur le terrain, An. sundaicus s.l. peut être considéré, comme un vecteur

majeur en Indonésie, bien que son implication dans la transmission soit hétérogène (M. Bangs,

comm. pers.) et en Malaisie (R.E. Harbach, comm. pers.). Il est décrit comme vecteur secondaire en

Thailande et au Cambodge (Meek 1995) et peu de cas lui sont actuellement imputés au Vietnam

(Phan 1998). Toutefois, An. sundaicus reste une menace à surveiller pour les populations côtières et

insulaires de l'Asie du sud-est. La lutte contre ce vecteur a été réalisée par l'utilisation d'insecticide,

mais aussi des méthodes biologiques face à l'essor de la résistance. Cependant, le statut actuel des

populations face aux insecticides, et particulièrement aux pyréthrinoides, la répartition de cette

résistance en Asie du sud-est, ainsi que le type de mécanismes impliqués, sont peu voire pas connus.

Face à ce manque de données, approfondir les connaissances sur An. sundaicus est essentiel pour

mieux contrôler ce vecteur du paludisme dans les régions où il est présent, et prévoir son apparition

dans les zones où il est actuellement absent. La confirmation de la présence d'un complexe

d'espèces et le développement d'outils d'identification sont primordiaux pour les investigations de

l'implication des espèces jumelles dans la transmission palustre. Ensuite, la mise en place d'outils de

surveillance et d'aide à la décision pour cette lutte antivectorielle devient nécessaire.

TAXONOMIE ET PHYLOGEOGRAPHIE. La taxonomie du Complexe d'espèces d'An. sundaicus s'est faite

sur la base de marqueurs cytogénétique, isoenzymatiques et moléculaires avec des gènes nucléaire et

mitochondriaux (Linton et al. 2001 a, Sukowati et al. 1996, 1999). Mon travail a été la continuité de

cette étude à l'aide de marqueurs moléculaires de l'ADN nucléaire ribosomal (ITS2) et de l'ADN

mitochondrial (Cytochrome b et Cytochrome Oxidase 1), et d'un plus grand nombre de populations.

A partir du postulat de la présence d'un complexe, une meilleure compréhension de la distribution

1
Les résultats ont depuIs été en partIe publIés dans Dusfour et al (2004b) en tant que méthode d'ldentlficatlOn
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actuelle des espèces et des mécanismes potentiels de spéciation dans la région sud-est asiatique était

nécessaire. Ces aspects ont été abordés par une approche phylogéographique.

METHODES D'IDENnFICAnON. La discrimination d'espèces chez les vecteurs d'agents pathogènes

n'est pas seulement un exercice de taxonomie, mais elle est essentielle dans la lutte antivectorielle.

Une étude comparative de la morphologie des espèces discriminées a été effectuée afin de mettre en

évidence des caractères différentiels ou discriminants pour les trois stades du moustique: larve de

quatrième stade, pupe et adulte. Pour optimiser et faciliter la reconnaissance de ces espèces, une

méthode moléculaire rapide d'identification, a été développée. Une PCR allèle-spécifique de chaque

espèce combinant dans une seule réaction d'amplification (PCR multiplexe), les amorces spécifiques

de chaque espèce a permis l'identification des espèces du complexe.

CARAOERISATION D'AN. SUNDA/CUS S.L. DANS LE SUD VIETNAM. Dans le sud Vietnam, An. sundaicus

est considéré comme vecteur du paludisme sur les zones côtières. Toutefois, même si le nombre de

cas de paludisme a drastiquement baissé depuis le début des années 90, grâce au programme de

prévention et de lutte, la vigilance à l'égard de ce vecteur reste intacte. Des collectes et des tests de

résistance aux insecticides faits par les équipes vietnamiennes ont déterminé la diversité et la densité

des anophèles dans 18 sites du sud Vietnam, ainsi que leur niveau de résistance aux insecticides

couramment utilisés. Par la suite, des missions sur le terrain et l'utilisation de la télédétection ont

permis de caractériser l'environnement lié à ces moustiques. L'intégration de toutes ces données

dans un système d'information géographique a pour but de cartographier la distribution et les

densités de vecteurs, ainsi que leur niveau de résistance aux pyréthrinoides, afin de mettre en place

les bases d'un système de surveillance et de prédiction de la présence du vecteur dans le but

d'améliorer les stratégies de lutte antivectorielle.
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La taxonomie est la science des lois de la classification. Faire une classification implique donc

d'identifier un taxon, dans notre cas une espèce. De nombreux de concepts ont été décrits afin

de définir la notion d'espèce. Le concept biologique définit par Ernst Mayr (1963) (Encadré II-l) est

la base de la définition moderne d'espèce mais elle est difficilement applicable car il est difficile

d'obternir la reproduction d'anophèles en captivité. C'est pourquoi l'observation des différences

morphologiques reste l'outil de base de la discrimination des espèces (Linnaeus 1758). D'autres

concepts basés sur les différences écologiques ont aussi été décrits, mais avec le développement des

analyses de marqueurs génétiques et des techniques de biologie moléculaire, les concepts d'espèces

basées sur des analyses génétiques ou reconstructions phylogénétiques sont venues supplanter ces

concepts de base (Encadré II-l). Ces derniers sont d'autant plus utilisés à des niveaux inférieurs de

la classification, tels que les complexes dont les espèces sont morphologiquement proches, voire

indifférenciables.

Au-delà de la discrimination d'espèces, les hypothèses des mécanismes de colonisation et de

spéciation permettent, dans un contexte plus général, de comprendre les dynamiques anciennes des

populations. L'histoire géologique, géographique et climatique de la région dans laquelle résident les

espèces d'aujourd'hui, a eu une influence sur les migrations, la séparation et la démographie de ces

lignées. La phylogéographie est l'étude, à l'échelle d'une espèce ou d'espèces proches, des

diversités biologiques, de leur origine, de leur évolution et de leur régulation dans des espaces

hétérogènes et changeants (Blondel 1995). Elle s'applique à expliquer les distributions des espèces

observées actuellement. Cette discipline allie phylogénie moléculaire, génétique, biologie,

démographie, géologie, paléontologie, géographie afin de retracer leur histoire spatio-temporelle.

Dans le cadre de l'étude des vecteurs d'agents de pathogènes, la question de la détennination

d'espèces, et plus particulièrement des espèces vectrices majeures, est une étape indispensable pour

une meilleure reconnaissance des espèces impliquées dans la transmission d'une maladie et de leur

contrôle. Les études menées jusqu'alors sur les anophèles se sont focalisées sur cette reconnaissance

des espèces (Green et al. 1992, Foley et al. 1996, Van Bortel et al. 2000, Cooper et al. 2002). Dans

les complexes, les espèces jumelles ont des comportements et des capacités vectorielles propres.

Ainsi, sur la base de leur identification, leur propre implication dans la transmission des agents du

paludisme a pu être mis à jour et des méthodes d'identification fiables des espèces vectrices ont pu

être développées. Taxonomie et systématique ont été largement abordées pour le genre Anopheles

(Freitas-Sibajev et al. 1995, Anthony et al. 1999, Beebe and Cooper 2000, Sharpe et al. 2000,

Sallum et al. 2002). Ainsi, un grand nombre de complexes d'espèces ont pu être décrits. Les

approches phylogéographique et biogéographique, quant à elles, ont été peu abordées chez les

anophèles (Petrarca et al. 2000, Beebe et al. 2001, Krzywinski et al. 2001, Garros et al. 2004a), en

particulier parce qu'elles sont rendues difficiles en l'absence d'espèces fossiles (Jarzembowski

1995). Une origine du nouveau monde de la sous-famille des Anophelinae a, toutefois, été avancée

(Harbach and Kitching 1998, Krzywinski et al. 2001, 2003) et la radiation du sous-genre Cellia,
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absent du nouveau monde, aurait eu lieu après la fin de l'Eocène, lorsque la connection entre Europe

et Amérique avait disparu (Krzywinski et al. 2001). En Asie du sud-est, Garros et al. (2004a) ont

avancé l'hypothèse d'une migration de l'ancêtre du Groupe Minimus d'Afrique vers l'Asie il y a 20

à 25 Millions d'années (Ma) lorsqu'une connection de forêt se faisait entre ces deux régions. La

séparation entre les deux lignées (Groupes Funestus et Minimus) aurait eu lieu par désertification de

la Laurasia en Asie de l'est et centrale, il y a environ 22 Ma. Peu de données phylogéographiques

sont disponibles sur les anophèles dans cette région du sud-est asiatique, mais leur forte relation avec

les vertébrés, due à la nécessité d'un repas de sang pour la reporduction, permet de soutenir des

hypothèses sur la phylogéographie de ces insectes.

Encadré 11-1 : quelques définitions du concept d'espèces

Concept d'espèces biologiques (BSC). Les espèces sont des groupes de populations se
reproduisant ou pouvant se reproduire entre elles mais qui ne peuvent le faire avec d'autres
(d'après Mayr, 1940).

Concept d'espèces génétiques (GSC). Concept qui se réfère aussi au processus biologique
(reproduction, compétition) prenant part à l'évolution dans les espèces. L'absence du flux de gène
est l'indicateur de la présence d'espèces (d'après Mayden 1997).

Concept d'espèces typologiques. Une espèce est un groupe d'organismes conforme à un plan
morphologique commun (d'après Mayr 1969; d'après Lincoln et al. 1982).

Concept d'espèces phénétiques. Une espèce est un lot d'organismes qui se ressemblent entre
eux mais les lots sont différents les uns des autres (d'après Ridley, 1993).

Concept d'espèces écologiques. Une espèce est un groupe d'organismes exploitants (ou
adaptés) à une seule niche écologique (d'après Ridley 1993).

Concept d'espèces en évolution. Une espèce est une lignée (une séquence ancêtre/descendant
dans une population) évoluant séparement des autres et avec des tendances et rôles évolutifs
propres (d'après Simpson, 1961).

Concept d'espèces phylogénétiques (PSC). une espèce est un groupe monophylétique composé
du "plus petit groupe diagnosticable d'organismes dans lequel il y a un profil parental d'ancêtre et
descendant" (d'après Cracraft 1983).
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PARTIE Il • TAXONOMIE ET PHYLOGEOGRAPHIE

CHAPITRE 1 • METHODOLOGIE

TAXONOMIE: MISE EN EVIDENCE DES ESPECES

L'étude sur An. sundaicus s.1. a été menée par l'analyse de marqueurs moléculaires. Afin de

confirmer la présence d'un complexe d'espèces, differents types de méthodes basées ou non sur la

reconstruction d'arbres ont été utilisées. Les méthodes non basées sur la reconstruction s'attachent à

regarder la présence ou non de flux de gènes par des inférences indirectes (GSC) (Encadré 11-1). La

reconstruction d'arbres permet de délimiter les espèces par les propriétés liées aux topologies des

arbres phylogénétiques (monophylie) (PSC) (Encadré J 1- J). Les résultats obtenus ont pu être

comparés à des études menées sur d'autres caractères écologique ou génétique (cytogénétique,

isoenzymatique), grâce à l'analyse de populations identiques à ces précédents travaux (Figure 11-1).

Figure 11-1 :
localisation des
populations utilisées
lors cette étude.
La distribution
supposée d'An.
sundaicus s.l. est
représentée par le
gris foncé (Dusfou r et
al.2004a).
Les populations
signalées en rouge
ont aussi été étudiées
par Sukowati et al.
(1996, 1999) en
cytogénétique et par
étude
isoenzymatique.
La population
indiquée en vert est
la population
d'origine du néotype
d'An. sundaicus s.s.
décrit par Linton et
al. (200Ia).
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FLUX DE GENE ET DISTANCES GENETIQUES. L'absence de flux de gène entre des populations est

caractérisée par un déficit en hétérozygote entre celles-ci. L'estimateur est le coefficient de

différenciation. Il mesure la réduction d'hétérozygotie entre populations. Cet estimateur a été

développé, à l'origine, pour un calcul basée sur des fréquences alléliques mais une adaptation aux

séquences existe (<1>st) (Schneider et al. 2000). S'il Y a un déficit en hétérozygote au sein d'une

population, deux ou plusieurs sous-populations génétiquement distinctes composent cette

population. Deux mécanismes peuvent être responsables de ce déficit, soit il n'y a pas de

reproduction par isolement pré-zygotique, soit les hybrides produits par la reproduction des deux

entités sont non viables ou stériles, c'est un isolement post-zygotique. D'autre part, la distance

génétique est aussi utilisée en tant qu'indicateur (Ferguson 2002, Mayden 2002, Sites and Marshall

2003). En effet, plus les distances génétiques sont grandes et plus les entités sont éloignées

génétiquement menant directement à l'isolement des entités et empêchant la production d'une

descendance viable. Il faut cependant détenniner le seuil à partir duquel on peut parler d'espèces

génétiques. En général, une comparaison à des données sur des espèces dans des unités

taxonomiques proches et sur des marqueurs génétiques similaires, est faite.

Encadré 11-2 : méthodes de phylogénie

Méthode phénétique: l'approche phénétique se fonde sur l'analyse, sous forme quantitative, du
plus grand nombre de caractères chez les espèces étudiées, homologie et homoplasie mêlées.
Son principe repose donc sur l'estimation d'une distance entre chaque paire d'unités évolutive.

Méthode cladistique: l'analyse cladistique émet des hypothèses sur le sens de transformation des
caractères et en déduit des relations phylogénétiques entre les unités évolutives. Elle repose sur le
principe qu'un caractère dérivé observé chez plusieurs taxons est hérité d'un ancêtre.

PHYLOGENIE. La phylogénie permet de retracer les relations généalogiques entre des caractères

discontinus et discrets qui peuvent être des gènes ou des caractères morphologiques et donc

indirectement entre les espèces qui les portent. Pour construire une phylogénie, il faut des caractères

comparables entre tous les «objets» (c'est-à-dire gènes ou espèces). On dit que ces caractères sont

homologues c'est-à-dire qu'on formule l'hypothèse selon laquelle la similitude observée est due au

fait que les caractères sont issus d'un ancêtre commun et qu'ils se sont progressivement modifiés au

cours des générations (Lopez et al. 2002).

La recherche du meilleur arbre phylogénétique parmi le nombre existant est impossible car le

nombre augmente de manière exponentielle avec le nombre d'espèces analysées. Il faut donc

accepter que le programme nous donne un arbre, non pas le meilleur, mais celui s'en approchant, de

tels programmes sont dits « heuristiques ». Ce compromis entre temps de recherche et efficacité fait

qu'on obtient rarement le meilleur arbre même si l'on est toujours sûr d'avoir un très bon arbre.

Toutes les méthodes de reconstructions sont basées sur un caractère quantitatif et recherchent l'arbre

qui maximise (ou minimise) ce critère (<< optimality criterion »).

La méthode de distances, méthode dite phénétique, est constituée d'une phase de calcul de

distances évolutives (c'est-à-dire des substitutions) entre deux séquences, en général à l'aide de
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méthodes statistiques utilisant un modèle d'évolution de séquences. Différents algorithmes comme

le neighbor-joining permettent de construire des arbres à partir de cette matrice.

Lors de l'analyse en maximum de parcimonie, méthode cladistique, on choisit l'arbre qui minimise

le nombre de changements de nucléotides ou d'acides aminés au cours de l'évolution.

La méthode du maximum de vraisemblance (cladistique) estime la probabilité d'observer les

données sous une hypothèse donnée (ici l'arbre phylogénétique), ce que l'on appelle vraisemblance.

On choisit comme arbre celui qui maximise le critère de vraisemblance. Pour calculer la

vraisemblance, le modèle d'évolution des données a besoin d'être connu, les paramètres du modèle

peuvent cependant être estimés à partir des données. Le facteur limitant de cette méthode est le

temps de calcul.

La méthode de distances et les analyses en maximum de parcimonie sont très rapides mais se sont

révélées moins performantes que le maximum de vraisemblance.

Afin d'estimer la robustesse des arbres reconstruits, l'une des méthodes probalistiques les plus

utilisées est le bootstrapping. Le principe est le rééchantillonnage avec remplacement de la matrice

des données pour produire des sets de pseudo-réplicats. L'algorithme de reconstruction des arbres

est appliqué à chacun des réplicats. Un arbre moyen est construit selon le principe de consensus

majoritaire, ce qui consiste à faire apparaître tous les clades qui reviennent le plus souvent avec leur

pourcentage d'apparition en tant que valeurs de robustesse. Cette méthode peut être utilisée pour les

méthodes phénétique et cladistique. La valeur au-dessus de laquelle un clade est consideré comme

robuste est 70% (Holder and Lewis 2003).

Plus récemment, les statistiques bayesiennes ont été mises au service de la phylogénie. L'inférence

bayésienne est une méthode probalistique basée sur une quantité appelée probabilité « a posteriori»

donnée par une matrice de caractères. Cette probabilité, dans notre cas, représente la probabilité

qu'un arbre soit correct (Huelsenbeck et al. 2001). La probabilité «a posteriori» est calculée en

combinant une probabilité «a priori» d'une phylogénie et la vraisemblance produite par les données

pour construire l'arbre. Les inférences sur l'histoire du groupe sont alors basées sur les probabilités

«a posteriori» des arbres reconstruits. L'approche bayesienne combine un modèle probalistique

d'évolution des caractères et la rapidité de l'approximation par la Chaîne de Markov Monte Carlo

(MCMC). Les arbres obtenus sont conservés selon leur probabilité. L'arbre consensus produit des

probabilités bayesiennes «a posteriori» pour chaque clade. Elles peuvent être considérées comme

globalement équivalentes à des pourcentages de boostrap calculés sur le maximum de vraisemblance

(Huelsenbeck et al. 2001, Douady et al. 2003).

Toutes ces méthodes de reconstruction nous permettent de mettre en évidence des clades

monophylétiques avec leur robustesse, identifiant ainsi les espèces selon le concept d'espèces

phylogénétiques et les relations qu'elles ont entre elles. Les lignées ainsi identifiées seront la base

des investigations de phylogéographie.
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Encadré 11-3 : clades et lignées

Clade: groupe monophylétique d'organismes
Lignée: séquence chronologique de populations avec des relations ancêtre-descendant.

PHYLOGEOGRAPHIE

La géographie et la démographie des populations ont joué un rôle clé dans la plupart des scénari de

spéciation. En complément de la reconstruction phylogénique, indicateur de la spéciation, la mesure

des variations démographiques et une connaissance de la paleogéographie de la région étudiée

permet de reconstruire l'histoire évolutive des espèces.

MESURE DES VARIATIONS DEMOGRAPHIQUES. La sélection naturelle subie par les populations a un effet

direct sur leur taille. L'évolution de cette taille (constance, croissance ou déclin, taux qui leur sont

liés, taux de migration) peut être notamment estimée par l'analyse des haplotypes de l'ADN

mitochondrial. Les estimations sont donc généralement faites sur des lignées matriarcales (Avise

2000). C'est l'analyse des distances génétiques des haplotypes calculées deux à deux et de leur

diversité (nucléotidique et haplotypique) qui permet d'évaluer l'histoire passée des populations. En

effet, la comparaison des résultats obtenus aux modèles de croissance, déclin ou encore taille

constante des populations (Rogers and Harpending 1992, Avise 2000) permet de déduire leur

évolution démographique.

HISTOIRE DE LA REGION. La région d'Asie du sud-est, tout comme sa voisine la région ouest­

pacifique, a depuis longtemps suscité l'intérêt des biogéographes. Positionnée à la limite de deux

plaques (eurasienne et océanique Indo-Australienne), elle subit l'influence de la tectonique et du

volcanisme. La présence d'un biotope sur l'archipel malais composé d'espèces asiatiques et

australasiennes a permis de postuler l'hypothèse d'une dispersion, puis d'une fragmentation des

populations animales et végétales dues, certainement, à des fluctuations du niveau de la mer. Le

quaternaire a eu un rôle majeur sur ces phénomènes avec l'accélération de l'alternance des cycles

glacières et pour conséquence l'isolement d'îles ou l'émergence de la plaque continentale.

L'alternance des périodes glaciaires et interglaciaires a non seulement permis la dispersion des

espèces par l'émersion de la plaque continentale nommée « sundaland » ? mais aussi leur isolement

par la création d'îles (Ruedi 1996, Karns et al. 2000, Tougard 2001). Cette période a été accentuée

par l'aridification du climat et la création de refuges tropicaux lors des périodes glaciaires pouvant

ainsi renforcer l'isolement de certaines espèces inféodées à ce type d'environnement (Gathorne­

Hardy et al. 2002, Meijard 2003, Gorog et al. 2004).
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CHOIX DES MARQUEURS

LES MARQUEURS. Face aux connaissances déjà acquises par l'étude des marqueurs moléculaires d'An.

sundaicus d'une part, et sur la discrimination des complexes d'espèces chez les Diptères d'autres

part, un criblage de marqueurs moléculaires a été réalisé (Table 11-1).

Au début de mon étude sur An. sundaicus s.l., seul le travail de Linton et al. (2001 a) sur la

caractérisation morphologique et moléculaire d'An. sundaicus s.s. faisait référence à deux marqueurs

moléculaires séquencés pour ce taxon. Les marqueurs Cytochrome Oxidase 1 (COI) de l'ADN

mitochondrial) et l'espaceur interne transcrit 2 (InternaI Transcribed Spacer 2, ITS2) de l'ADN

ribosomal étaient les deux marqueurs de base. De plus, ils ont été largement utilisés pour discriminer

les espèces de complexe chez les diptères et plus particulièrement chez les anophèles (Spicer 1995,

Arrivillaga and Feliciangeli 2001, Linton et al. 2001 b, de Brito et al. 2002, Linton et al. 2002a, 2003,

Garros et al. 2004a).

Les marqueurs mitochondriaux sont plus polymorphes que des gènes nucléaires. L'héritabilité du

génome mitochondrial est maternelle et la recombinaison absente (Simon et al. 1994, Hwang and

Kim 1999). Les mitochondries sont en grand nombre dans le génome, l'amplification des gènes est

ainsi facilitée. Les gènes mitchondriaux sont donc des marqueurs de choix dans les phylogénies et

sont utilisés en phylogéographie. Cependant, tous les gènes ne sont pas utilisés de la même manière

pour chaque modèle animal. Le COI ou le COlI sont des marqueurs de référence utilisés à tous les

niveaux de la taxonomie des insectes (Beckenbach et al. 1993, Navajas et al. 1998, Caterino and

Sperling 1999, Sharpe et al. 2000, Trewick 2000, Walton et al. 2000, Cryan et al. 200 l, Salomone et

al. 2002). Inversement, le Cytochrome b (Cyt-b) largement utilisé chez les vertébrés, est moins

connu chez les insectes (Crozier et al. 1995, Besansky et al. 1997, Lyman et al. 1999, Mukabayire et

al. 1999, Lachaise et al. 2000, Morrow et al. 2000, Krzywinski et al. 200 l, Lin and Wood 2002).

Pourtant, il a été démontré que le Cyt-b est aussi polymorphe que le COI pour les reconstructions

phylogénétiques chez les insectes (Simmons and WeIler 2001). Il a été testé chez An. sundaicus s.1.

en complément du COI.

Les marqueurs nucléaires les plus polymorphes et les plus facilement utilisables sont la région

intergénique (lGS) et les ITS de l'ADN ribosomal (rDNA). L'ADN ribosomal est une séquence de

plusieurs gènes et régions intergéniques répétées en tandem dans le génome. Cette famille

multigénique, héritée biparentalement, est soumise à l'évolution concertée et à la recombinaison

(Buckler et al. 1997, Hwang and Kim 1999). Chez les anophèles, l'ADN ribosomal est situé sur le

chromosome sexuel X (Kumar and Rai 1990). L'ITS2 a été largement utilisé pour la discrimination

des complexes d'espèces (Favia et al. 1997, Sharpe et al. 2000, Mukabayire et al. 2001, Sedaghat et

al. 2003, Garros et al. 2004b, Sierra et al. 2004).

D'autres marqueurs nucléaires ont été amplifiés et séquencés pour An. sundaicus s.1. à partir

d'amorces utilisées dans le Complexe Gambiae ou dessinées à partir de l'alignement des séquences

d'insectes (Table 11-1». Le Complexe Gambiae est classé comme An. sundaicus dans la série

Pyrétophorus. De plus, il est le plus étudié des anophèles et reste donc la plus grande source de
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documentation. Parmi ces marqueurs, dix-sept couples d'amorces amplifiant pour des microsatellites

du complexe Gambiae ont été transférés sur les individus du Complexe Sundaicus. Ces loci

microsatellites ont été choisis parmi les plus polymorphes au sein du complexe Gambiae. Ils

possèdent des motifs dinucléotidiques réguliers susceptibles d'être les plus polymorphes lors du

transfert.

LES RESULTATS sont présentés dans la table 5. Les fragments cités ci-dessous ont été amplifiés, puis

clonés pour deux individus des populations de Miri (Sarawak, Malaysie) et Bac Lieu (Vietnam).

Origine Source

Nucléaire ATP binding (Mukabayire et al. 2001)
cassette

Nucléaire Tryptophane (Mukabayire et al. 2001)
oxygenase

Nucléaire EF 1 alpha Alignement séquence

Mitochondrial Cytb (Beard et al. 1993, Simon et al. 1994)

Mitochondrial COI (Simon et al. 1994)

Nucléaire (rDNA) ITS2 (Beebe and Saul 1995)

Nucléaire (rDNA) IGS (Favia and Louis 1999)

Tout le génome 17 microsatellites (Zheng et al. 1996)

Table 11-1 : résultats des tests de marqueurs moléculaires.

Amplification & clonage
Résultats

Aisée
4 nucléotides (ntd) /520 ntd

Profil multibande

Difficile
5 ntd / 620 ntd

Aisée
Il ntd / 485 ntd

Aisée
7 ntd / 445 ntd

Aisée
3 ntd / 580 ntd

Difficile
Il ntd / 580 ntd

Profils multibandes

Comme attendu, les marqueurs mitochondriaux se sont montrés les plus polymorphes (Table II-l) et

les plus faciles à amplifier. Les deux marqueurs COI et Cyt-b s'alignent parfaitement avec la

séquence connue d'An. gambiae (Beard et al. 1993) et de COI pour An. sundaicus s.s. (Linton et al.

200Ia).

L'ITS2 a été séquencé directement après amplification. L'IGS a été cloné puis séquencé. L'ITS2 est

moins polymorphe que les marqueurs mitchondriaux et l'IGS a une variabilité équivalente révélant

un polymorphisme de 3 nucléotides variables sur 580 et Il sur 580 respectivement (Table 11-1). De

plus, lors du séquençage direct, la mise en évidence de bases systématiquement non résolues, et par

la suite des profils de restriction hybrides nous ont amenés à l'hypothèse d'une variabilité

intragénomique de l'ITS2. Cette hypothèse a été confirmée par un clonage et séquencage de l'ITS2.

Seulement deux clones de l'IGS ont été séquencés après clonage, cette variabilité intragénomique

n'a pu être mise en évidence. Afin de prendre en compte la variabilité intragénomique, clonage et

séquençage sont des étapes obligatoires de l'analyse des marqueurs ribosomaux chez An. sundaicus

s.l.

Les autres marqueurs nucléaires n'ont pas donné de résultats concluants soit par la difficulté de

l'amplification et/ou par le manque de polymorphisme quand le séquençage a eu lieu.

Le transfert de microsatellites a échoué car aucun motif susceptible d'être utilisé n'a été obtenu.
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LA SELEOION s'est effectuée sur le critère du polymorphisme et de l'intérêt de l'information apportée

par ces marqueurs dans la discrimination des espèces, mais aussi dans la facilité de l'amplification

et/ou du clonage de ces marqueurs.

Les marqueurs mitchondriaux COI et Cyt-b ont donc été sélectionnés. L'ITS2 a été choisi malgré le

faible polymorphisme et ce pour deux raisons: (1) son utilisation préalable dans la caractérisation

d'An. sundaicus s.s. (Linton et al. 2ûûla) (2) l'approche de l'étude des variations intragénomiques

pouvant amener des informations intéressantes par l'étude des copies intragénomiques.

En résumé

Marqueurs :
1. Mitochondrial Cytochrome Oxidase 1(COI) et Cytochrome b (Cyt-b) en combinaison
2. ADNr : Internai Transcribed Spacer 2 (ITS2)

Analyses:
1. Flux de gène: Fst (coefficient de différenciation) et distances génétiques (modèle Tamura-Nei)
2. Reconstruction phylogénétique: Neighbor-Joining (NJ) (Tamura-Nei 93), Maximum de

Parcimonie (MP), Maximum de vraisemblance (ML) et analyse Bayésienne. Robustesse:
Bootstrapping

3. Phylogéographie
(i) Calcul des diversités haplotypique et nucléotidique des clades mis en évidence par les
reconstructions et comparaison au modèle décrit par Avise (2001)
(ii) Mismatch distribution et comparaison au modèle de Roger et Harpending (1992)
(iii) Répartition des copies d'ITS2
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PARTIE Il • TAXONOMIE ET PHYLOGEOGRAPHIE 1
CHAPITRE 2 • ANALYSES

ARTICLE 2 . MISE EN EVIDENCE DE LA SPECIATION ENTRE DES POPULATIONS INSULAIRES (SARAWAK,
MALAISIE) ET CONTINENTALES (THAILANDE &VIETNAM)

Dusfour I. et al. 2004. Molecular evidence ofspeciation between island and continental populations
ofAnopheles (Cellia) sundaicus Rodenwaldt (Diptera: Culicidae), a principal malaria vector taxon in
Southeast Asia. J. Med. Entomol. 41(3) 287-295.

The principal malaria vectors in Southeast Asia belong to three species complexes: the An. dirus

Peyton & Harrison, the An. minimus Theobald and the An. sundaicus Rodenwaldt complexes. The

systematics of the first two taxa is well studied. The Dirus Complex consists of at least seven species

(An. dirus [=species A], species B-E, An. nemophilous Peyton, and An. takasagoensis Morishita)

(Peyton 1989) and the Minimus Complex includes at least two species (A and C) (Green et al. 1990).

In contrast to these, the systematics of the Sundaicus Complex needs to be investigated. Anopheles

sundaicus s.l. is a principal malaria vector taxon on islands and along coastal areas of Southeast Asia

(Kalra 1978, Brandling-Bennett et al. 1981, Kirnowardoya and Yoga 1987, Nguyen Tang Am et al.

1993). !ts distribution reportedly includes coastal areas from northeastem India to southem Vietnam,

including Myanmar, Thailand, Cambodia, and Peninsular Malaysia, and the islands of Nicobar,

Andaman, Borneo, and Indonesia (Reid 1968, Sukowati et al. 1996, Linton et al. 2001a). The wide

geographic distribution, especially on numerous islands, and the high level of species variability led

to speculation that An. sundaicus represents a complex of sibling species. Larvae have been

collected in brackish water at many locations (Chow 1970, Brandling-Bennett et al. 1981, Kumari et

al. 1993, Nguyen Tang Am et al. 1993, Kumari and Sharma 1994, Das et al. 1997, Chang Moh Seng

et al. 2001) and in freshwater near Miri in Sarawak, Malaysia on Bomeo (Linton et al. 2001a), South

Tapanuli on Sumatra (Indonesia) (Sukowati et al. 1996) and Car Nicobar Island (Das et al. 1997).

Chow (1970) found that An. sundaicus was mainly anthropophilic, endophilic, and exophagic on the

Indonesian island of Java. In Vietnam, An. sundaicus was also found to be mainly anthropophilic

and exophagic, but also endophagic (Nguyen Tang Am et al. 1993). Kumari (1993, 1994) reported

that An. sundaicus on Car Nicobar Island is zoophilie, exophagic, and exophilic. Cytogenetic studies

carried out on populations from Thailand, Java, and Sumatra resulted in the discovery of three

chromosomal forms (A, B, C) (Sukowati et al. 1996). Form A was shown to occur in Sumatra and

Thailand, form B was found only in northem Sumatra and central Java, and form C was restricted to

Asahan in northern Sumatra. Asahan was the only site where all three cytotypes were found in

sympatry (Sukowati et al. 1996). Isozyme analysis (Sukowati et al. 1999) provided further evidence

that these three forms are separate genetic entities. A fourth cytotype may have been identified from

the Nicobar Islands, but evidence to support this remains unpublished (Subbarao et al. 1999).
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Little is known about the vector capacity of the three forms. Since the design of effective, targeted

vector and malaria control measures is dependent on correct species identification, it is essential to

characterize ail taxa within the Sundaicus Complex. To fix the identity of An. sundaicus as a

foundation for further investigations of the Sundaicus Complex, a neotype was designated (Linton et

al. 2001a) from material collected at Pandan Beach, Lundu District, Sarawak, Malaysia on Borneo.

Further integrated systematics studies are required to determine the composition of the Sundaicus

Complex across its range.

The aims of the present study were to conduct a molecular assessment ofAn. sundaicus populations

from Thailand, Vietnam, and Malaysian Borneo, and if more than one species was found, to develop

a rapid identification method to distinguish the species on a wide scale. Partial regions of two

mitochondrial (mtDNA) genes, cytochrome oxidase 1 (COI) and cytochrome b (Cyt-b), were

sequenced, and the data used to assess genetic relationships. These mitochondrial regions have the

advantage of being maternally inherited, rapidly evolving, and present in multiple copies per cell,

hence they are easy to amplif)r by PCR. The COI gene is a very useful marker for assessing

relationships among closely related insects, with resolution ranging from orders to species (de Brito

et al. 2002). The utility of using the COI gene for elucidating relationships of Diptera at the species­

complex level is weil documented, e.g. the Buzzatii Complex of Drosophila (Spicer 1995), the

Longipalpis Complex of Lutzomyia (Arrivillaga and Feliciangeli 2001), the Imicola Complex of

Culicoides (Linton et al. 2002a), and the Maculipennis Complex of Anopheles (Linton et al. 2001a,

2001 b). Although the Cyt-b gene is widely used in vertebrate systematics, its utility has not been

weil documented for insects (Simmons and Weiler 2001). This gene has been sequenced for few

Anopheles species, e.g. An. funestus and An. gambiae s.l. (Besansky et al. 1997, Mukabayire et al.

1999, Krzywinski et al. 2001). Little is known of its utility for distinguishing members of dipteran

species complexes (Lachaise et al. 2000), however this region was informative in studies of sibling

species in Coleoptera, Hemiptera, Homoptera, and Hymenoptera (Crozier et al. 1995, Lyman et al.

1999, Morrow et al. 2000, Lin and Wood 2002). The use ofCyt-bjointly with the better known COI

(Linton et al. 2001 a) in the characterization of Anopheles complexes, in particular in the Sundaicus

Complex, is novel.

MATERIALS AND MnHODS

Mosquito populations. Specimens used in this study were identified as An. sundaicus s.l. using the

morphological keys of Reid (1968), and the keys for the Anopheles of Vietnam prepared by IMPE

(1987). Specimens were collected from six 10calities, two in southern Vietnam, two in Thailand, and

two in Malaysian Borneo (Figure 11-2, Table 11-2). Samples from Lundu Province in Sarawak were

collected in association with the neotype series ofAn. sundaicus (Linton et al. 2001 a). Sequences of

An. minimus species A from Hoa Binh Province, Vietnam, and those of An. gambiae s.s. (Beard et

al. 1993) obtained from GenBank were used to assess genetic relationships between populations of

An. sundaicus s.l. (see below).
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Figure 11-2: reported distribution of An. sundaicus s.1. in the studied area (shaded area) and the
localities of the six populations studied (black dots).

Countries Loealities Population N Conservation Collee-tion Larval N° ofspecimens
eodes states dates habitats analyzed

COI Cyt-b

Vietnam Bac Lieu VBL 7 Frozen adults 03-04/99 Brackish 7 5

Ho Chi Minh VHCM 3 Frozen adults 03/99 Brackish 3 2

Thailand Trat TTR 6 Dried adults 04/99 Brackish 5 5
Phangnga TPG 4 Dried adults 02/00 Brackish 4 4

Malaysia Lundu MAL 7 Larvae in EtOH 11/99 Brackish 4 7
(Sarawak) Miri MAM 6 Larvae in EtOH 11199 Freshwater 4 6

Total 27 29

Table 11-2 : location, number, conservation state, date of collection, and type of larval habitat for
specimens of An. sundaicus s.l. used in this study. Numbers of specimens analyzed per mtDNA gene
region are also Iisted.

DNA extraction. DNA was individually extracted following a slightly modified version of the

protocol listed in (Martinez-Torres et al. 1998». Insects were homogenized in 100 !JI of extraction

buffer (10 mM Tris-HCI, 60 mM NaCI, 5% sucrose, and 10 mM EDTA, pH 8), to which 125 !JI of

Iysed solution (1.25% SDS, 300 mM Tris-HCL, 5% sucrose, and 10 mM EDTA, pH 8) was added.

Following a 30 min incubation at 65°C, 38 !JI of 3M potassium acetate (pH 5.2) were added and the

homogenates placed at -20°C for 10 min. After centrifugation at 14,000 rpm for 15 min, two

volumes of cold 95% ethanol were added and the tubes incubated for at least 10 min at -20°C. DNA

was pelleted by centrifugation at 4°C for 15 min at 14,000 rpm. Pellets were then washed with 500

!JI of70% ethanol and dried in speed vacuum. DNA was resuspended in 100 !JI of LTE (1 OmM Tris,

pH 8, 0.1 mM EDTA) and stored at -20°C until required.

mtDNA amplification. A 445-bp region of the COI gene was amplified with universal primers C 1­

1-1718 and C I-N-2191 (Simon et al. 1994), employing the reaction conditions described in Linton et

al. (2001 b). Initially, an 804-bp fragment of mitochondrial Cyt-b was cloned and sequenced
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following amplification with primers CB 1L (Simon et al. 1994) and CytR (Krzywinski et al. 2001).

Specific primers (CBsunA 5'-AATGTTACAAGAATTCA-3' and CBsunB 5'­

TTAGCTATACATTATGC-3') were subsequently designed to amplify an informative region of 485

bp. For Cyt-b, the reaction conditions were as follows. The 100 Ill-reaction mix contained 4 III of

1: 10 DNA dilution, 4 pmoles of primers, 10 III of 10X buffer (provided with Taq polymerase, 1.5

mM included), 1 mM of MgCI2 added, 0.2 mM of dNTP mix (Eurogentec, Liège, Belgium), and 5

U ofTaq polymerase (QIAgen, California, USA). The PCR conditions were 94°C for 5 min, then 40

cycles at 94°C for 30 sec, 56°C for 30 sec, and noc for 40 sec, with a final extension step of 10 min

at noc. PCR products were purified (NucleoSpin extract 2 in l, Machery-Nagel, Düren, Germany),

diluted and sent for direct sequencing using the original primers (CBsunA). These fragments of An.

sundaicus s.l. correspond to nucleotides 10580 - 11062 (COI) and 1649 - 2093 (Cyt-b) of the

mtDNA sequence of An. gambiae (NC002084) (Beard et al. 1993). Ali sequences generated in this

study are available in GenBank under the following accession numbers: AY243788-AY243799,

AY245283, AY245284, AY256954-AY256957, AY253 150-AY253155, AY299094-AY299120,

AY299339-AY299346.

To define the amino acid translation reading frame, sequences were aligned against the complete

mtDNA sequence ofAn. gambiae (Beard et al. 1993). The nucleotide sequences were translated into

amino acids with MEGA version 2.1 (Kumar et al. 2001), using the invertebrate mitochondrial code.

Multiplex PCR conditions. The multiplex PCR for species identification was developed on the base

of the sequence characterized amplified regions (SCAR) derived from random amplified

polymorphie DNA (RAPD). The protocol used in this approach was described in Kengne et al.

(2001) and Manguin et al. (2002).

The multiplex PCR was performed in 25 Ill-reaction mix containing 3 III of 1: 10 DNA dilution, 4

pmoles of each primer S9AI 5'-GTCCCAAATCCTGCCAATC-3', S9A2 5'­

CGATGGTATTCATTCTGCTTTACTA-3', S9BI 5'-AAGATCATCGTTTTCATAGATTTCG-3',

S9B2 5'-CTTTTTGCTGGTTCATTCTATCTGT-3', 2.5 III of 10X buffer (provided with Taq

polymerase, 1.5 mM included), 0.2 mM of dNTP mix (Eurogentec), and 1.25 U of Taq polymerase

(QIAgen). The conditions of amplification were 94°C for 5 min, then 35 cycles at 94°C for 30 sec,

55°C for 30 sec, and noc for 45 sec, and a final elongation at noc for 10 min.

Sequence alignment and phylogenetic analyses. Multiple sequence alignments were achieved

using BioEdit (Hall 1999) with Clustal W 1.4 (Thompson 1994). Transition:transversion ratios

(Ti:Tv), sequence diversities, and genetic distances according the Tamura-Nei algorithm (Tamura

and Nei 1993) with Gamma correction were ca1culated in MEGA 2.1 (Kumar et al. 2001). Gamma

parameters were estimated within PAUP 4.0blO (Swofford 2002). The genetic population structure

was investigated using pairwise population Fstatistics (Fst) significance tests. Fst was estimated

using the method of (Slatkin 1991;1995) and the Weir and Cockerham's Theta (Fst) (Weir and

Cockerham 1984) using ARLEQUIN (Schneider et al. 2000). Significance of Fst estimates were

evaluated against the results of 5,000 permutations.
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Maximum parsimony (MP) and Neighbor-Joining (NJ) analyses of relationships were performed

within PAUP 4.0blO (Swofford 2002), using An. gambiae (Beard et al. 1993) and An. minimus

species A as outgroup taxa. Anopheles sundaicus and both outgroup species belong to subgenus

Cellia; however, An. sundaicus is more c10sely related to An. gambiae than to An. minimus A

because they both are members of the Pyretophorus Series (Harbach 1994). MP analysis was

performed with unweighted characters and by a heuristic search using 100 random stepwise

additions of sequences, with band swapping by tree bisection reconnection (TBR). Congruence of

sequence data was tested with the Incongruence Length Difference test (lLD test) (Farris et al. 1994)

using full heuristic searches based on 1,000 replicates. The NJ distance method was perforrned using

Tamura-Nei's model + Gamma + 1 (Tamura and Nei 1993), which takes account of unequal base

frequencies and has six substitution rates that are Gamma-distributed across sites. The distribution of

substitution rates at variable sites estimated by the Gamma parameter and the assumed proportion of

invariable sites (1) were calculated within PAUP 4.0bl0 (Swofford 2002). Bootstrap support values

were calculated for MP trees by heuristic search and for NJ trees by NJ search using 500 stepwise

addition sequences for each replicate and TBR branch swapping.

RESULTS

Mitochondrial DNA analysis. Twenty-seven and 29 specimens (2-7 specimens/population) were

sequenced for the COI and Cyt-b genes, respectively (Table 11-3), with 23 specimens being

sequenced for both regions. The 930-bp fragment, generated in two separate PCR reactions,

comprised 445 bp and 485 bp of the COI and Cyt-b genes, respectively. Due to the protein coding

nature of the two mitochondrial genes, indels and gaps were absent and the resulting alignments

were unambiguous.

COI Cyt-b

Pos.1 Pos.2 Pos.3 Total Pos.1 Pos.2 Pos.3 Total

Total sites 149 148 148 445 162 162 161 485

Variable 3 0 20 23 (5.1%) 0 15 16 (3.3%)
sites

Parsimony 3 0 15 18 0 13 14
informative (78.3%) (87.5%)

sites
%AT 56.0 52.7 89.2 66 60.9 62.3 90.7 71.3

Table 11-3 : percentage of AT richness and relative positions (Pos.) ofvariable/parsimony informative
nucleotides associated with codon positions 1,2, and 3 for the amino-acid translation of the respective
partial sequences of COI and Cyt-b generated in this study. Percentage values in parentheses indicate
the proportion of variable sites compared to ail sites and the proportion of parsimony informative sites
compared to ail polymorphic sites.
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The mean AT richness of both gene regions reached 68.3% (COI, 66 %; Cyt-b, 71.3%), which is

congruent with published values for mtDNA of other Anopheles (Beard et al. 1993, Mitchel1 et al.

1993). This AT bias is strongly associated with the third codon position, where it accounts for an

average of 90% (COI, 89.2%; Cyt-b, 90.7%) of ail nucleotide substitutions at this position (Table I\­

4). Using the expected reading frame based on the whole mitochondrial sequence of An. gambiae

(Beard et al. 1993), both partial nucleotide gene sequences were translated into amino acids (AA).

Translated protein sequences were 148 AA for COI and 161 AA for Cyt-b. Neither sequence

contained stop codons, indicating that the data were free from pseudogenes, non-functional nuclear

copies of mitochondrial genes. With the exception of nucleotide position 387 (AAI29) in the COI

sequences of both specimens TTR 15 and MALl2 from Trat, Thailand and Lundu, Malaysia, which

induced an isoleucine (ATT) to methionine (ATA) change, all other amino acid substitutions were

silent. The amino acid sequences generated for the Cyt-b fragments were identical.

The 445-bp fragment of the COI gene amplified for 27 specimens showed a polymorphism of 5.1 %.

From 23 variable sites, 18, representing 78.3% of all polymorphic sites, were parsimony informative

(Table lI-3). Comparatively lower levels of variability were detected in the Cyt-b sequences of the

29 specimens examfned. In the 485 bp ofCyt-b, 16 polymorphic sites (3.3%) were detected, 14 of

which (87.5 %) were parsimony informative (Table lI-4). Both markers were highly conserved at the

first and second codon positions; the polymorphism was mainly located at the third codon position

with 20 variable sites on 23 (86.9%) for COI and 15 on 16 (93.8%) for Cyt-b (Table lI-3). Transition

was the major substitution type for both markers, with an overall transition:transversion ratio (Ti:Tv)

equal to 3.0 for COI and 42.6 for Cyt-b. Transitions appeared to have a linear relationship with

Tamura-Nei genetic distances over the range of divergence within the ingroup. However, when

substitutions between ingroup and outgroup were considered, the level of transition increased and

saturation effect was detected for Cyt-b when sequence divergence reached approximately 8 to 9%.

In mitochondrial genes, saturation of transitions often occurs when the total divergence reaches 8 to

10% (Hackett 1996, Griffiths 1997, Bloomer and Crowe 1998, Martin and Bermingham 1998).

Apart from the distances associated with the outgroup taxa, the largest distance for Cyt-b data

among haplotypes was 2.6%. Thus, the distances within the ingroup were al1 less than the limit

where saturation occurs.

Twenty-two and 10 nucleotide haplotypes were determined for COI and Cyt-b, with a total sequence

diversity of 1.6% and 1.5%, respectively.
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VBL

VHCM

TTR

TPG

MAL

MAM

Sequence diversities COI

Cyt-b

Vietnam

VBL VHCM

o

Thailand

TTR TPG

0.006 0.007

0.006 0.007

0.006

Malaysian Borneo

MAL MAM

0.026 0.028

0.026 0.028

0.022 oms
0.023 0.025

0.003

0.005

0.002

Table 11-4: values of Tamura-Nei genetic distances between populations. Genetic distances for COI
(below diagonalline) and Cyt-b (above diagonalline) as weil as sequence diversities for COI and Cyt-b.

Intrapopulation sequence diversities ranged from 0.3 to 1.1 % per site for COI and up to 0.5% per

site for Cyt-b, indicating a low level of divergence (Table II-5). Genetic distances for Cyt-b were

smail between Miri and Lundu populations (0.3%) and among Thai and Vietnamese populations,

ranging up to 0.7% (Table II-5). Malaysian Borneo populations (shaded area in Table 8) were

genetically more distant to the Thai and Vietnamese populations, with values of 2.2% to 2.8%

(Table II-5). Genetic distances based on COI revealed the same pattern of genetic difference, with

0.4% divergence between both populations from Vietnam (VBL, VHCM) and 1.1 % between those

from Thailand (TTR, TPG), and also values ranging from 1.8% to 2.6% between the Thai or

Vietnamese populations and those from Malaysian Borneo (shaded area in Table 8). Genetic

divergences between the Thai and Vietnamese populations were higher for COI (1.7% to 1.9%) than

Cyt-b (0.6% to 0.7%). Based on genetic divergence, two genetically distant groups are apparent, one

consisting of populations from Malaysian Borneo (MAL and MAM) and the other comprising the

continental populations of Thailand and Vietnam (VBL, VHCM, TTR, and TPG). Mean genetic

distance values between these two groups reached 2.2% for COI and 2.5% for Cyt-b. Moreover, no

haplotype was common between these two groups, whereas one haplotype was shared by

Vietnamese populations for COI, two Cyt-b haplotypes present in the populations from Bac Lieu

(Vietnam), Ho Chi Minh (Vietnam), and Trat (Thailand), and two in the populations from Miri and

Lundu. Intra-group sequence diversities were close to intra-population values, with 0.8% in

specimens from Malaysian Borneo and 1.2% in the continental ones for COI, and 0.2% and 0.5%,

for Cyt-b, respectively, indicating homogeneity among haplotypes in each group. Genetic structure,

as described above, is supported by the coefficients of differentiation: Fst (Slatkin 1995) between

these two groups reached 0.5 (p«O.OI) for COI and 0.82 (p«O.OI) for Cyt-b . Also, Theta values

(Weir and Cockerham 1984) were higher than Fst, with 0.7 (p«O.OI) for COI and 0.90 (p«O.OI)

for Cyt-b. Highly significant Fst values for Cyt-b indicate negligible gene flow between groups.

Although Fst for COI was lower, it still described limited gene flow. These values are indicative of

two distinct species. Fixed nucleotide substitutions characterized each species. Three substitutions

(positions 216, 294, and 378) among 19 polymorphie sites in COI and seven (positions 12,24, 138,
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267, 297, 469, and 474) among 16 in Cyt-b were identified. Position 216 of the COI fragment

showed three nucleotide substitutions, which were country-specifie.

Evolutionary relationships. Maximum parsimony (MP) and Tamura-Nei based Neighbor-joining

(NJ) analyses were rooted with the outgroup taxa, An. gambiae and An. minimus species A. The

congruence of the mitochondrial markers (ILD test P value = 0.08>0.05) allowed the joined analysis

of the COI and Cyt-b sequences in the MP approach. Trees constructed in both analyses showed

congruent basal topologies with An. minimus A most basal, followed by An. gambiae and a

monophyletic An. sundaicus clade (Figure 11-3). Both analyses revealed two distinct clades for An.

sundaicus populations, one (Clade I) corresponding to An. sundaicus s.s. from both sites in

Malaysian Borneo, and the second (Clade II) representing the continental populations from Thailand

and Vietnam (Figure 11-3)., NJ trees not shown). The joined data MP analysis strongly supported the

separation of these clades with bootstrap values of 97 for Clade 1 and 86 for Clade II (Figure 11-3).

The analyses confirmed the occurrence of two genetic species in the Sundaicus Complex: An.

sundaicus s.s. in Sarawak, Malaysia on the island of Borneo (Linton et al. 200la), and An sundaicus

species A in coastal areas of Vietnam and Thailand.

Differentiation of continental and island populations using multiplex PCR. Of the 62 RAPD

primers screened (list available upon request from S.Manguin), only five (B7, F6, S5, S8, S9)

showed polymorphism with reproducible banding patterns, discriminating continental populations

(Thailand and Vietnam) from those of Malaysian Borneo. Of these five primers, only the S9

produced SCAR fragments with the expected RAPD polymorphism showing two bands, one at 870

bp, specifie to the continental species, and one at 970 bp for An. sundaicus s.s. in Malaysian Borneo

(data not shown). After cloning and sequencing these two SCAR fragments, four species-specific

primers were designed for an optimization of the multiplex PCR. Amplified products obtained with

these species-specific SCAR primers presented bands at 692 bp and 958 bp for An. sundaicus from

Malaysian Borneo, and only one band at 692 bp for the continental populations (Figure 11-4). The

band at 692 bp served as the common band to identifY An. sundaicus s.l. and the one at 958 bp was

specifie to An. sundaicus s.s.
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Figure 11-3 : maximum parsimony tree derived from the analysis of 930 bp of combined COI and Cyt-b
nucleotide sequences. The analysis was performed with unweighted characters and by a heuristic search
using 100 random stepwise additions of sequences, with band swapping by tree bisection-reconnection.
Bootstrap support values were calculated bya heuristic search using 500 stepwise addition sequences
for each replicate and TBR branch swapping. See Table 6 for abbreviations for populations.
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Figure 11-4 : multiplex PCR for the identification of An. sundaicus s.s. (Janes 2-4; Malaysian Borneo)
and An. sundaicus species A from coastal areas of continental Southeast Asia (Jane 5, Thailand; lanes 6­
7, Vietnam). Lane 1 = 100 bp ladder.
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DISCUSSION

The existence of a species complex within An. sundaicus was first suggested from ecological and

behavioral variations (Chow 1970, Brandling-Bennett et al. 1981, Kumari et al. 1993, Nguyen Tang

Am et al. 1993, Kumari and Shanna 1994, Das et al. 1997, Chang Moh Seng et al. 2001).

Subsequently, Sukowati and Baimai (1996) and Sukowati et al. (1999) defined cytogenetic and

isoenzymatic forms among An. sundaicus populations in Thailand and lndonesia This study is the

first to present molecular evidence for recognizing two separate genetic species within the complex.

Based on COI and Cyt-b partial mtONA gene sequences, two weIl supported clades, each

representing a separate species, were revealed by MP and NJ analyses of relationships among An.

sundaicus s.l. populations. In addition to this differentiation, a genetic homogeneity within each

entity, unlikely gene flow between entities, and a genetic distance greater than 2% between the two

defined taxa (Foley et al. 1998, Beebe et al. 2000), further support the recognition of the two species.

The neotype of An. sundaicus from Lundu Province in Sarawak on the island of Bomeo designated

by Linton et al. (2001 b) is geographically isolated and genetically distinct from the species A that

occurs in coastal areas of Vietnam (Ho Chi Minh and Bac Lieu Provinces) and Thailand (Trat and

Phangnga Provinces). Populations of An. sundaicus s.s. in Malaysian Bomeo breed in both brackish

and freshwater habitats (Chang Moh Seng et al. 2001, Linton et al. 2001 a); thus differences in larval

ecology in this area do not support the hypothesis of a Sundaicus Complex. Tolerance to different

levels of salinity is not an exception for species of subgenus Cellia. Larvae of An. farauti s.s. of the

Australasian Punctulatus Group (Sweeney 1987), and An. bwambae, An. gambiae, An. merus, and

An. melas of the Afrotropical Gambiae Complex (ThelweIl et al. 2000, Krzywinski and Besansky

2003) commonly occur in both brackish and freshwater habitats.

The two species reported here are completely allopatric due to their wide geographic separation by

the South China Sea, and introgression is not likely to occur. Consequently, due to this allopatric

situation and also to the haploid property of the mtONA (Page and Holmes 1998), heterozygotes are

absent and gene flow cannot be fully studied. According to the biological species concept, extended

allopatry is considered as a mechanism for speciation by enforced reproductive isolation of

populations and subsequent genetic divergence (Turelli et al. 2001). Based on calculations of the

mitochondrial molecular clock with 2.3% divergence per million years (myr) (Brower 1994), the

genetic divergence between these two species was estimated at 0.9 myr for both markers, with

approximated values of 0.91 myr for COI and 0.94 myr for Cyt-b. This estimated time of divergence

seems to be correlated with the historical geography of Southeast Asia. Altemating glaciation and

wann periods occurred during the Pleistocene between 1.8 million and 11,000 years ago. During ice

ages, sea levels decreased from 50 to 200 m and land links formed between the islands and mainland

of Southeast Asia. The creation of a land mass (Sundaland) that included Bomeo, the continent, and

Indonesia was possible only when sea levels decreased by 200 m (Tougard 2001). This situation

occurs 0.8 myr Before Present (BP). After 0.8 myr BP, sea levels fluctuated from only -50 to -135

m, thus providing a water barrier between continental and island populations that facilitated species

divergence and speciation.
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Further investigation with molecular markers, in particular by increasing the number of collection

sites within the geographical distribution of An. sundaicus s.l., is necessary to more fully understand

the Sundaicus Complex. Moreover, the results of previous cytogenetic and isoenzymatic studies

need to be confirmed by molecular studies. Chromosomal inversions and molecular markers are not

always in congruence for species discrimination in Anopheles species complexes. Mukabayire et al.

(1999) examined the mtDNA (Cyt-b) and rDNA (ITS2) of karyotyped An. lunestus and found that

neither was correlated with different chromosomal arrangements. Similarly, the M and S molecular

forms of An. gambiae do not always coincide with the Mopti and Savana + Bamako chromosomal

forms (Wondji et al. 2002, Krzywinski and Besansky 2003). Clearly molecular study of Indonesian

populations of An. sundaicus s.l. that are characterized by different polytene chromosome banding

patterns (Sukowati and Baimai 1996) and enzyme profiles (Sukowati et al. 1999) is essential to

better understand the Sundaicus Complex. Since Sukowati and Baimai (1996) found only

chromosomal form A in Trat Province of Thailand, it is most likely the continental species

recognized in this paper as An. sundaicus species A. Sukowati et al. (1999) also found that form Ais

widespread in Indonesia; hence the first step to test for congruence between the molecular,

cytogenetic, and enzymatic markers will be to use the identification PCR method presented here to

confirm the presence of the continental species in Indonesia. In addition, the PCR technique will

need to be redesigned and validated if the existence of other species of the Sundaicus Complex is

confirmed with molecular markers. The development of a cheap, rapid, reproducible method of

identification is important for studying the ecology and behavior of vector species, a prerequisite for

improving the effectiveness and selectivity ofvector control methods.
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ARTICLE 3 - SPECIATION ET PHYLOGEOGRAPHIE DU COMPLEXE SUD-EST ASIATIQUE AN. SUNDAJ(US.

Dusfour I.et al. Speciation and phylogeography of the Southeast Asian Anopheles sundaicus
complex. Submitted to Mol. Ecol. in Oct 2004

Cyclical climate fluctuations during the quaternary period are believed to have an impact on the

colonization and lineage divergence across Southeast Asia. Glacial cycles exposed vast areas of the

Southeast Asian continental shelf and created land bridges between islands and mainland. These

land bridges may have enabled migrations that explain the current distribution of mammals.

However, the distribution would have been influenced by environmental changes, the consequences

of c1imate variations, variously described as savannah-like (Verstappen 1997, van der Kaars et al.

2001) or tropical rainforest vegetation (Sun et al. 2000). More recently, indications of persistent rain

forest habitats, despite widespread arid conditions throughout the Pleistocene, was hypothesized

(Brandon-Jones 1996, Gathorne-Hardy et al. 2002, Gorog et al. 2004). The importance of periodic

connections and refugia on dispersal and vicariance events have been studied for sorne groups of

vertebrates (Heaney 1986, Schmitt et al. 1995, Ruedi 1996, Ruedi and Fumagalli 1996, Karns et al.

2000, Inger and Voris 2001), but little is known for invertebrates (Gathorne-Hardy et al. 2002), and

particularly on Anopheles biogeography in this region. One reason for this is the lack of fossil

records; another is that the main interest in Anopheles has been the identification and

characterization of malaria vector species in relation to malaria transmission. Elucidating the genetic

population structure ofAnopheles species complexes is a prerequisite for deterrnining which genetic

units of the complex are vectors of malaria, and unravelling the ecological and ethological

differences that are relevant to disease transmission. Such knowledge will improve the

understanding of malaria epidemiology and will help in implementing appropriate vector control

strategies.

The main distribution of An. sundaicus s.l. is on the coastal areas of the mainland and islands of

Southeast Asia. Its reported distribution ranges from northern India and Myanmar, southwards

through Thailand, Cambodia and Vietnam to the Malaysian Peninsula, and the islands of Nicobar,

Andaman, Borneo, Java, Sumatra and Sulawesi (Reid 1968, Sukowati et al. 1996, Linton et al.

2001 a). Anopheles sundaicus s.l. is a malaria vector in these areas. It was suspected to be a species

complex due to differences in its behavior and ecology, notably with immature stages occurring in

brackish water or freshwater (Dusfour et al. 2004a). The presence of distinct genetic forms (A, Band

C) in Indonesia and Thailand was first demonstrated by cytogenetics, and confirmed by

isoenzymatic analysis (Sukowati et al. 1996, 1999). Forrn A was found in ail study sites in both

countries. Form B, strongly linked with freshwater, occurred only in northern Sumatra and central

Java. Forrn C was restricted to Asahan in northern Sumatra. Asahan was the only site where ail three

cytotypes occurred in sympatry (Sukowati et al. 1996, 1999). A fourth cytotype, D, was identified
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from the Nicobar Islands, India (Nanda et al. 2004). The identity ofAn. sundaicus s.s. was fixed with

the designation of a neotype from material collected at Pandan Beach in the Lundu District of

Sarawak, Malaysia (Linton et al. 2001 a). Morphological characters and molecular sequences of the

Internai Transcribed Spacer 2 (ITS2) and Cytochrome Oxidase 1 (COI) were described. More

recently, we confirmed the existence of two allopatric species based on the mitochondrial markers

COI and Cytochrome b (Cyt-b) (Dusfour et al. 2004b). One of these species is An. sundaicus s.s.

from freshwater and brackish water sites of Miri and Lundu in Sarawak, respectively; the other is

An. sundaicus species A trom brackish water sites in Thailand and Vietnam. The hypothesis of a

species complex based on ecological differences, brackish vs freshwater, in Sarawak (Chang Moh

Seng et al. 2001) was not confirmed by our results. We suggested a hypothesis of speciation by

vicariance due to sea level variations during the Pleistocene epoch in this region, allowing

emergence of the whole continental shelf or isolation of distinct islands (Dusfour et al. 2004b).

Mitochondrial markers have been used in studies of insect species complexes (Crozier et al. 1995,

Besansky et al. 1997, Lyman et al. 1999, Mukabayire et al. 1999, Lachaise et al. 2000, Morrow et al.

2000, Krzywinski et al. 200 1, Lin and Wood 2002, Linton et al. 2002a, Garros et al. 2004a),

including phylogeographic approaches (Blondel 1995). The wide use of these markers is due to their

maternai inheritance and their high rate of evolution (5 to 10 times more than nuclear markers)

(Blondel 1995). The internai transcribed spacer 2 of rDNA (lTS2) is also commonly used,

particularly for the identification of closely related anopheline mosquitoes (Fritz et al. 1994, Beebe

and Saul 1995, Cornel et al. 1996, Porter and Collins 1996, Walton et al. 1999, Linton et al. 2001b,

Linton et al. 2002b, Garros et al. 2004b). The ribosomal DNA of mosquitoes consists of tandemly

repeated transcriptional units known to occur mostly at a single haploid locus (Collins and Paskewitz

1996) implying sequence similarity within copies of units among individuals in an interbreeding

population or species (Dover 1982). However, heterogeneity observed among copies (Beebe et al.

200 1, Leo and Barker 2002) may be due to recent hybridization or slow concerted evolution.

The first aim of the present work was to enlarge the study of the An. sundaicus complex to a wider

geographic area. Populations from Cambodia, southern Thailand, Peninsular Malaysia, Sabah

(Malaysia) and Indonesia were added to populations trom Vietnam, Thailand and Sarawak

(Malaysia) previously analyzed by Dusfour et al. (2004b). Secondly, the potential role of quatemary

climate oscillations was explored to explain the present distribution of the An. sundaicus complex

based on analyses of mitochondrial (cytochrome band cytochrome oxidase 1) and nuclear (internai

transcribed spacer 2) markers.

MATERIALS AND METHODS

Mosquitoes. Specimens used ln this study were identified as An. sundaicus s.l. using the

morphological keys of Reid (1968), and the keys for the Anopheles of Vietnam prepared by IMPE

(1987). Specimens were collected trom 15 localities, including five from Indonesia, four from

Malaysia and three trom Thailand, two from Vietnam and one from Cambodia (Figure 11-5, Table 11-
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6). Populations of Trat (Thailand), Asahan (Sumatra), South Tapanuli (Sumatra), Lampung

(Sumatra), and Patuk (Java) were the same localities as those of Sukowati et al.(Sukowati et al.

1996). Breeding sites from Miri (Sarawak, Malaysia) and South Tapanuli (Sumatra, Indonesia) were

the only two characterized as freshwater (Table 11-6) (Sukowati et al. 1996, 1999, Chang Moh Seng

et al. 2001, Linton et al. 2001a). Specimens previously identified by Dusfour et al. (2004b) as An.

sundaicus s.s. and An. sundaicus species A based on cytochrome b (Cyt-b) and cytochrome oxidase 1

(COI) sequences were used to unambiguously assess the identity of new populations and infer the

phylogeography of the complex. Chromosomally typed specimens from Asahan provided by S.

Sukowati were also sequenced. Sequences ofAn. minimus A from Hoa Binh Province, Vietnam, and

An. gambiae obtained from GenBank (Beard et al. 1993) were used as outgroup taxa to assess

genetic relationships between populations ofAn. sundaicus s.l.

NICOBAR~"'~ ""\
ISLANDS, .... ~..lhangng
INDIA

Figu re 11-5 : map of Southeast Asia showing the locations of populations ofAn. ~!Jndaicus s.L studied
and its known distribution (in grey)
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Countries Localities PC CO LH COI Cyt-b both

Vietnam Bac Lieu VBL 1999 Brackish 7 7 6

Vietnam Ho Chi Minh VHCM 1999 Brackish 8 7 7

Cambodia KaohKong KKK 2003 Brackish 5 5 5

Thailand Trat TTR 1999 Brackish 6 6 6

Thailand Phangnga TPG 2000 Brackish 5 5 5

Thailand Pattani TPA 2003 Brackish 8 8 8

Malaysian Peninsula Terengganu MAT 2003 Brackish 3 6 3

Malaysia (Sarawak) Lundu MAL 2999 Brackish 7 7 7

Malaysia (Sarawak) Miri MAM 1999 Freshwater 6 6 6

Malaysia (Sabah) Pulau Gaya MAG 2003 Brackish 6 4 4

Indonesia (Sumatra) Asahan INA 2001 Brackish 6 7 6

Indonesia (Sumatra) South Tapanuli INST 2001 Freshwater 6 7 6

Indonesia (Sumatra) Lampung INL 2001 Brackish 7 7 7

Indonesia (Java) Jakarta INJ 2001 Brackish 1 1 1

Indonesia (Java) Patuk INP 2001 Brackish 5 5 5

TOTAL 86 88 82

Table 11-5 : origin of mosquitoes, population code (PC), year of collection (Y), type of larval habitat
(LU) numbers of specimens anlysed for COI and Cyt-b individually and in combination.

DNA extraction, amplification and sequencing. DNA was extracted from individual mosquitoes

using the phenol-chloroform procedure of Linton et al. (200Ia). The 445-bp region of the

mitochondrial COI gene was amplified with the universal primers C I-J-1718 and C1-N-2191

(Simon et al. 1994), using the conditions described by Linton et al. (2001 a). The 485-bp fragment of

Cyt-b was amplified with primers CBsunA 5'-AA TGTTACAAGAATTCA-3' and CBsunB 5'­

TTAGCTATACATTATGC-3', employing the reaction conditions described by Dusfour et al.

(2004b). PCR products were purified (NucleoSpin extract 2 in l, Machery-Nagel, Düren, Germany),

diluted and directly sequenced using both original primers.

The COI fragments ofAn. sundaicus s.l. correspond to nucleotides 10580 - 11062 and those ofCyt-b

to nucleotides 1649 - 2093 of the mtDNA sequence ofAn. gambiae (NC002084) (Beard et al. 1993).

Difficulties in amplifying the cytotyped specimens of S. Sukowati led us to clone the PCR product

with the pGem-T easy vector kit by insertion of PCR products in pGem-T easy vector (Promega,

Madison, USA) and transformation within JM109 competent cells (Promega). Purified isolated

clones (QIAprep, Qiagen, California) were sequenced with the standard primers T7 and Sp6.

The ITS2 of rDNA was amplified with universal primers published in Beebe & Saul (1995). To

evaluate the presence of a distinct rDNA unit in an individual mosquito, each PCR product was

cloned with the pGem-t easy vector kit; 2 or 3 specimens per population and 2 or 3 clones per

individual were sequenced with the T7 and Sp6 primers. A total of 100 sequences from 26

individuals of Il populations were compared: 4 individuals from Bac Lieu (Vietnam), 2 from Ho

Chi Minh (Vietnam), 3 from Trat (Thailand), 1 from Phangnga (Thailand), 2 from Asahan

(Sumatra), 3 from South Tapanuli (Sumatra), 1 from Jakarta (Java), 2 from Lampung (Sumatra), 2

from Patuk (Java), 3 from Lundu (Sarawak) and 3 from Miri (Sarawak). Sequence divergence within

and among clades defined by mitochondrial phylogenetic reconstruction was calculated.
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The sequences obtained during the study are available in GenBank under the following accession

numbers: AY243788-AY243799, AY245283, AY245284, AY256954-AY256957, AY253150­

AY253155, AY299094-AY299120, AY299339-AY299346 (sequences from Dusfour et al., 2004b),

AY672287-AY672404 for new haplotypes and AY768540-AY768543 for ITS2 types.

Mitochondrial DNA analyses.

Sequence characteristics and phylogenetic analyses. Multiple sequence alignments were achieved

using BioEdit (Hall 1999) with Clustal W 1.4 (Thompson 1994). Polymorphie sites, parsimony

informative mutations, the number of haplotypes and AT percentage were calculated in DNAsp4.0

(Rozas et al. 2003).

Incongruence of the combined markers was tested with the Incongruence Length Difference test

(ILD test) (Farris et al. 1994) using full heuristic searches based on 1,000 replicates within

PAUP4bl0 (Swofford 2002). AlI phylogenetic analyses were performed for both separate (COI,

Cyt-b) and combined markers. Trees were reconstructed unrooted as weil as rooted with both

An.minimus A and An. gambiae as outgroups for aIl three algorithms described below. Anopheles

sundaicus s.l. and the outgroup taxa are members of subgenus Cellia (Harbach, 2004).

Maximum parsimony (MP) analyses were conducted using PAUP 4.0bJO (Swofford 2002), MP

analysis was performed with unweighted characters and by a heuristic search using 100 random

stepwise additions of sequences, with tree bisection reconnection (TBR) branch swapping options.

Bootstrap support values (BSV) were calculated for MP trees by heuristic search using 10 stepwise

addition sequences for each 1,000 replicates and TBR branch swapping. Maximum Likelihood (ML)

were performed with PHYML v2.lbl (Guindon and GascueI2003). The optimal model ofmolecular

evolution for likelihood analysis was determined by the Akaike Information Criterion (Ale) run in

Modeltest (Posada and Crandall 1998) using PAUP4.0b JO (Swofford 2002) with and without

outgroups. Parameters of this model were introduced in the PHYML program to perform the ML

analysis after data bootstrapping 1,000 times with Seqboot from PHYLIP (Felsenstein 1994). The

Consensus program from this package was used to create the final consensus tree.

Bayesian phylogenetic reconstruction (Rannala and Yang 1996, Yang and Rannala 1997) was

implemented using MrBayes3b4 (Huelsenbeck and Ronquist 2001). Metropolis-coupled Markov

Chain Monte Carlo (MCMCMC) sampling was performed with five incrementally heated chains that

were simultaneously run for 1,000,000 generations, using the default program as starting values.

Five hundred generations were burned-in. The remaining generations were used to reconstruct the

topology and calculate prior probabilities for each node.

Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira and Hasegawa 1999) and Wilcoxon signed-rank (Templeton

1983) tests implemented in PAUP4bl0 were used to determine whether sorne alternative topologies

were significantly as good as the best ones obtained from the ML and MP analyses, respectively.

Equivalent method to test topologies oftrees obtained by Bayesian analysis does not yet exist.

Estimation of time of divergence. Tajima's relative test, which tests the constancy of evolutionary

rates between two c1usters of sequences, was performed using MEGA (Kumar et al. 2001). In the
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case of constancy of evolutionary rates, the approximation of divergence time between lineages was

calculated based on genetic divergence and corrected for ancestral polymorphism, as proposed by

(Avise 2000), using the formula: Pnet = Pab - 0.5 (Pa +Pb),

where Pnet is the corrected distance between isolated lineages A and B, Pab is the mean genetic

distance in pairwise comparisons of individual from A vs B and Pa and Pb are mean genetic

distances among individuals within these lineages. MEGA was used to compute Pnet based on the

Tamura -Nei (TN) model, with gamma correction and its standard error (SE).

No fossil record is available to calibrate the molecular clock. However, as currently used for

Anopheles (Sharpe et al. 2000), we used the molecular clock estimated for mitochondrial DNA of

Drosophila (De Salle et al. 1987) at 2% per million years. Since the same molecular clock is used

for ail mitochondrial genes, we used combined COI and Cyt-b markers to estimate divergence time.

Diversity and mismatch distribution. Basic diversity estimates were calculated to track diversity

from mitochondrial markers within An. sundaicus s.l. populations. Evaluation of shared haplotypes,

estimation of haplotype diversity (h), nucleotide diversity (p) and the mean number of pairwise

differences (k) were performed using DNAsp4.0 (Rozas et al. 2003). Distribution of the numbers of

pairwise genetic difference between individual haplotypes (mismatch distribution) was analyzed

using the sudden expansion model of Rogers and Harpending (1992) implemented in DNAsp4.0.

The shape of a mismatch distribution is affected by historical demographic changes of the major

lineages: recent sudden expansions or bottlenecks generate unimodal mismatch distributions,

whereas stable or slowly declining populations produce a variety ofmultimodal distributions.

Ribosomal DNA analyses.

Due to the low polymorphism found among ITS2 sequences and the presence of genetically distinct

units within sorne individuals, sequences of clones were grouped in types relevant to the most

informative sites. The diversity of types was evaluated by the calculation of type proportion and

intragenomic diversity within populations of each previously defined clade.

RESULTS

Sequence characteristics.

The 445-bp fragment of the COI gene amplified from 86 specimens (Table Il-5) showed a

polymorphism of 14.3%. From 64 variable sites, 31 (48.4% of ail polymorphic sites) were

parsimony informative. Comparatively lower levels of variability were detected in the Cyt-b

sequences of the 88 specimens examined (Table 11-5). In the 485 bp of Cyt-b, 31 variable sites

(6.3%) were detected, 21 of which (67.7%) were parsimony informative. The AT percentages were

50% for COI and 71.3% for Cyt-b. This latter value was congruent with published values for the

mtDNA of An. quadrimaculatus (65.4%) (Mitchell et al. 1993) and An. gambiae (68.4%) (Beard et

al. 1993), whereas the value for COI was lower. The 88 Cyt-b sequences are grouped in 33 distinct
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haplotypes, the 86 COI sequences are grouped in 63 haplotypes and the combined markers exhibited

65 distinct haplotypes from 82 sequences (Table 11-5).

Phylogenetic reconstruction of mitochondrial DNA.

The ILD test resulted in acceptance of the hypothesis of incongruence between the two

mitochondrial markers (p = 0.003 < 0.005). Despite this incongruence, the tree robustness was

increased when both markers were conbined. The best fit model for the combined data was defined

by modeltest as K81uf+G+I (gamma = 0.7867 and pinv = 0.6227 for data with outgroups) and

HKY+G+I (gamma = 0.7827 and pinv = 0.7318 without outgroups). In comparison, best fit for COI

a10ne, including outgroup taxa, was defined as GTR+G+I (gamma= 0.7527 and pinv =0.4946) and

that for Cyt-b alone by TIM+G (gamma = 0.0989 for COI and Cyt-b) when the outgroup taxa were

excluded, the best fit for COI was defined by TrN+I+G (garnma= 0.8278 and pinv =0.6876), and

that for Cyt-b by TrN+I (pinv =0.8730). Ali models were tested but on1y K81uf+G+I (gamma =

0.7867 and pinv = 0.6227 for data with outgroup taxa) and HKY+G+I (gamma = 0.7827 and pinv =

0.7318 without outgroup taxa) were used for reconstructing rooted and unrooted trees with

combined markers whose results are presented below.

Rooted and unrooted phylogenetic reconstructions revealed a separation into three monophyletic

clades that are congruent with geographical distribution. One clade, named Borneo (Figures 11-13),

includes the populations from Miri and Lundu (Sarawak, Malaysia), as previously noted by Dusfour

et al. (2004b), as weil as the population of Pulau Gaya (Sabah, Malaysia) (Figure 11-13). This clade

is represented by An. sundaicus s.s. The spread of this species toward northern Borneo is

demonstrated. The second clade, called Continent, includes the populations from Vietnam,

Cambodia, Thailand, and peninsular Malaysia, and is recognized as An. sundaicus species A. The

third clade includes the Indonesian populations from Sumatra and Java. The analyses did not reveal

distinctions between populations from fresh and brackish water. The freshwater sites at South

Tapanuli (Sumatra) and Miri (Sarawak) were not genetically distinct, in accordance with our

previous findings (Dusfour et al. 2004b).

Considering on1y rooted reconstructions, the Borneo clade is the more robust overall, with bootstrap

values (BSV) ranging from 85 to 93.7 (Figure 11-6) and a posterior probability of 0.97 (Figure 11-7).

The Continent clade was the 1east strong1y supported, with BSV from 54 to 60.6 (Figure 11-6), but it

has a high posterior probability of 0.98 (Figure 11-7). Finally, the Indonesian clade was weil

supported, with BSV from 76 to 79.2 (Figure 11-6) and a posterior probability of 0.83 (Figure 11-7).

Given that the ILD test indicated sorne conflict between the data sets, the unresolved basal node and

different topologies were not surprising. Topologies resulting from both ML analyses (parameters

evaluated with or without outgroup) were the same: Borneo and Indonesia were sister clades with

similar BSV (90/93,7 and 79,2178 respective1y) at each node (Figure 11-6). The MP analyses

revea1ed the same topology with lower support values at the main nodes ranging from 54 to 85
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(Figure 11-6). The topology of the Bayesian tree differed from the MP and ML trees in having the

Borneo and Continent clades as sister clades (Figure 11-7).

To determine the best topology, three possible tree topologies were tested against the best ones

obtained by ML and MP analyses. The Borneo and Continental clades were sister clades in the first

topology, the Indonesian and Continental clades were sister clades in the second, and the

relationships of the three clades were unresolved in the third topology. The results of the SHtest

(Shimodaira and Hasegawa 1999) and the Wilcoxon sign rank (Templeton 1983) indicated that ail

the alternative tree topologies were as good as the best topologies (data not shown) with p>0.05

(threshold).

The unrooted trees strongly supported monophyly for the three clades (BSV > 80 and PP= 1 for ail

clades) and the basal branches of the unresolved clades had equivalent lengths. Figure 11-8 shows the

unrooted ML tree with supporting values for each clade. Unrooted trees showed higher BSV than

rooted trees. Indeed, ML reconstruction exhibited BSV ranging from 86 to 99 and MP one from 82

to 98. Posterior probabilities of the BA equalled 1.

Time estimation of clade divergence based on mtDNA.

Tajima's relative-rate test agreed with the homogeneity of molecular evolution rates of ail the

branches (Table 11-7), with p >0.05, allowing the time of divergence of the clades to be calculated

based on an evolution rate of2% divergence per million years (Myr). Corrected times of divergence,

according to Avise (Avise 2000), are presented in Table 10, including estimated intervals oftime for

divergence of the clades. Pnet ranged between 1.2% and 1.4% with a standard error of 0.3%.

Consequently, the intervals oftime for divergence of the clades were ail equivalent, ranging between

450,000 and 850,000 years, corresponding to the middle Pleistocene epoch (Tougard 2001).

Relative rate test: chi-square (p-value)

Pnet (SE)

Time of divergence (years)

Continent!Borneo

0.06 (0.808)

0.0140 (0.003)

550,000-850,000

BorneolIndonesia

0.69 (0.405)

0.0130 (0.003)

500,000-800,000

ContinentlIndonesia

1.14 (0.285)

0.0120 (0.003)

450,000-750,000

Table 11-6: results of Tajima's relative rate test (chi-square and p value) between clades. Tamura Nei
(93) net genetic distances and standart error (SE) are indicated and were used to calculate, based on 2%
divergence per myr, the interval oftime for divergence.
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Figure 11-6 : ML rooted tree after boostrapping 1,000 times. Support values are for recontruction based
on the K81uf+G+1, gamma = 0.7867 and pinv = 0.6227 model (values on the left). The additionnai
support values correspond to ML reconstruction based on HKY+G+1, gamma = 0.7827 and pinv =
0.7318 model (central values) and MP reconstruction (values on the right) with unweighted characters
and a heuristic search using 100 random stepwise additions of sequences, with tree bisection
reconnection branch swapping options. Bootstrap support values were calculated by heuristic search
using 10 stepwise addition sequences for 1,000 replicates and TBR branch swapping. Specimens in bold
were studied by Dusfour et al. (2004b).
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Figure 11-7: bayesian tree derived using MrBayes3b4. MCMCMC sampling was performed with five
incrementally heated chains that were simuItaneously run for 1,000,000 generations, using the defauIt
program for starting values. Five hundred generations were burned-in. The remaining generations were
used to reconstruct the topology and calculate prior probabilities for eacb node. Specimens in bold were
studied by Dusfour et al. (2004b).
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INDONESIA

Figure 11-8 : unrooted ML tree after 1,000 bootstraps. Support values indicated on branches are for ML
reconstruction based on the HKY+G+I, gamma = 0.7827 and pinv = 0.7318 model (values on the left).
Tbe additional support values correspond to tbe MP tree constructed witb unweighted characters and
by a heuristic search using 100 random stepwise additions of sequences, with tree bisection reconnection
branch swapping options (central value). Bootstrap support values calculated for trees by heuristic
search using 10 stepwise addition sequences for 1,000 replicates and TBR branch swapping. Posterior
probabilities of BA analysis are on the rigbt side.

Diversities and mismatcb distribution.

Nucleotide diversity (P) and mean number of pairwise differences (k) calculated from mitochondrial

markers were low within each clade (Table I1-8). Nucleotide diversity values ranged from 0.77 to

1.44% for COI and from 0.23 to 0.56% for Cyt-b. The Continental clade presented the highest

nucleotide diversity (0.0144 for COI and 0.0056 for Cyt-b) and the Indonesian clade yielded the

lowest (0.0077 for COI and 0.0023 for Cyt-b). Haplotype diversity values were high, from 0.927 to

0.994 for COI and 0.743 to 0.899 for Cyt-b, except for the Indonesian lineage with a mean value of

0.501 for Cyt-b (Table II-8). The pool of sequences for each clade and for each marker comprised a

large number of different haplotypes with few differences among them. No haplotype was shared

between groups whereas some were shared by populations within a group. The Indonesian clade was

composed of a lesser number of Cyt-b haplotypes with few differences. According to Avise (2000),

such pattern of low nucleotide and high haplotype diversity suggests rapid population growth from

an ancestral population with small effective size. The time for recovering haplotype variation via

mutation is too short for the accumulation of large sequence differences. Thus, recent bottlenecks or

foundation effects were likely events. The observation of p and k gradients between Indonesia and

the Continent indicates either a successive colonization of Borneo from the Continent and then to the

Indonesian archipelago, or stronger bottlenecks for Indonesia and Borneo than for the Continent.

The mismatch distributions for ail lineages were also congruent, with a recent demographic
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expansion or bottleneck in accordance with the expected value of Poisson distribution (data not

shown).

COI Cyt-b

N S P h k N S P h k

Borneo 19 21 0.0104 0.994 4.643 17 6 0.0027 0.743 1.338

Continent 42 40 0.0144 0.973 6.415 44 17 0.0056 0.899 2.742

Indonesia 25 23 0.0077 0.927 3.447 27 8 0.0023 0.501 1.123

Table 11-7: mtDNA diversity parameters: number of specimens (N), segregation sites (8), nucleotide
diversity (P), haplotype diversity (h) and mean number ofpairwise ditTerences (k) for each
mitochondrial marker and each Iineage.

ITS2 ribosomal analysis.

Genetic divergence of the ITS2 sequences was low and equivalent between clades (0.6% to 0.9%)

and within clades (0.5% to 0.6%). Seventy polymorphic sites (12.1%) were found containing Il

parsimonious sites (1.9%) and three informative sites. The phylogenetic reconstruction was

unresolved due to the lack of informative polymorphism and the presence of different copies within

one individual. Therefore, four main types of sequences were designed by taking into account the

most informative sites at positions 413,472 and 537 of the GenBank ITS2 sequence. These types

were characterized by the combination of mutations at the three nucleotide positions (Table 11-9).

Distributions of the types within and between individuals and clades were compared (Table 11-9).

Types 1 and 11 were found in the continental and Indonesian populations. Type 1 was mainly

representative of the Continental group, with 91.6% of the sequenced copies. Much less was present

in the Indonesian group (13.6%). Type II had a low frequency on the Continent (8.4%) and

represented 36.4% of counted copies in Indonesia. Type III was only present in the Indonesian

mosquitoes, where it was the predominant type (50%). Type IV was unique to Borneo, with a

deletion in nucleotide position 537 as a genetic signature. This result indicates a significant isolation

of the Borneo lineage despite the low number of nucleotide differences. ln addition, intragenomic

variation was detected within the Continent and Indonesian clades. Intragenomic variation

comprised types 1 and II at 5.7% in the Continent clade and types 1 and II (20%), types II and III

(70%) and types l, Il and III (10%) in the Indonesia clade. The presence of types 1 and II in the

Continental and Indonesian populations, as weil as intragenomic variation, provides evidence of

historic gene flow between these two lineages. The frequency of copies in the two groups was

different, indicative of contact in the pasto This pattern could indicate an early divergence of

populations with a secondary contact and separation.
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Bomeo

Continent

Indonesia

Type 1: TGC

91.6 %

13.6%

Type II: CTC

8.4 %

36.4%

Type III : CGC

50%

Type IV: CT-

100%

Table 11-8 : proportions of the four ITS2 types distributed among clades. The types are characterized by
the nucleic acid in positions 413, 472 and 537 of the ITS2 sequence.

Separate analyses for cytotyped individuals.

The inclusion of cytotyped individuals from Asahan, Sumatra, in the molecular analysis provided an

opportunity to compare the cytogenetic identification of three forms (A,B and C) (Sukowati et al.

1996, 1999) with molecular profiles. However, the small number of specimens (3), as weil as

difficulty in amplifying the DNA of these individuals, probably due to the poor conservation of

DNA, Iimited the interpretation. Thus, of the three available specimens, only two (forms B and C)

yielded Cyt-b and ITS2 sequences. These sequences were treated separately from the main

molecular study.

Previous work showed that populations from Lampung (Sumatra), Trat (Thailand) and Phangnga

(Thailand) were exclusively form A (Sukowati et al. 1996). The results cited above showed that the

Indonesian and Thai populations belong to two different clades. Thus, form A is polyphyletic. Forms

Band C were analyzed using Cyt-b. Net genetic distances (Pnet) indicated a divergence from the

Indonesian group at 0 and 0.2% whereas distances from the Continental and Bomeo clades were

from 0.9 to 1.6%. Each ofthese forms is monophyletic and both belong to the Indonesia clade in the

MP reconstruction based on Cyt-b. The analysis of ITS2 clones found 100% of type II in form B (4

clones analyzed) and 50% of types 1 and II in form C (4 clones). The analysis of neither marker

confirmed the genetic divergence of forms A, Band C from Indonesia, but did confirm the

divergence of form A in Thailand and Indonesia.

DISCUSSION

Phylogeographical pattern. Dusfour et al. (2004b) hypothesized that the divergence and speciation

of An. sundaicus s.s. and species A was due to vicariant events associated with an increase of sea

level between the Continent (species A) and Borneo (An. sundaicus s.s.) during the Quaternary. The

present study provides further insight into the impact of sea level variations on the current

distribution of the members of the An. sundaicus complex.

Three Iineages were identified herein, one included continental populations and the others island

populations. These island lineages are characterized by a lower level of genetic diversity compared

to the Continental one. Moreover, a gradient of diversity appeared from north to south, suggesting

island colonization from the Continent and/or stronger bottleneck events for islands than for the

Continental lineage. The scenario of species complex evolution can be described in three steps.
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First of ail, the colonization of the Sundaland occurred during the emergence of the shelf from

continent to Borneo and Indonesian archipelago. This event is consistent with the migration routes of

mammals from India southwards through Java and Borneo during the middle or late Pleistocene, as

weil as across the Indonesian islands (Tougard 2001). Subsequently, ail three lineages were

geographically isolated during the period of high sea level. Finally, this isolation was reinforced by

the presence of each lineage in tropical refugia during low sea level period. An. sundaicus s.l. is

currently Iinked with tropical c1imate (Dusfour et al. 2004a). This hypothetical scenario assumed the

affects of both island creation and tropical refugia on biogeography and divergence of species

(Gorog et al. 2004). In the Sunda shelf region, refugia were identified as tropical climate areas

surrounded by arid areas during the glacial period when sea level was low, and especially intensive

during the late Pleistocene (Gorog et al. 2004). Refugia were present in northern Sumatra, northern

and eastern Borneo, and peninsular Malaysia. Both island and refugia creations resulted in a drastic

and cyclical decreases of population size implying a decrease in diversity. The Indonesia and Borneo

lineages underwent the two bottleneck processes which implied a strong decrease of diversity. In

contrast, the Continent lineage underwent only refugia creation and exhibited a higher level of

diversity than both island lineages. The Borneo lineage was restricted to island during the high sea

level period and to the refugium during the emergence of Sundaland, separated by a significant

distance from other refugia. This isolation allowed, under the genetic drift and bottleneck

mechanisms, a stronger distinction of Borneo lineage than for both others as suggested by the unique

ITS2 type. In contrast, the proximity of Indonesia and the continent favoured contact between the

two hypothetical refugia of these regions during sea level fluctuations allowing hybridization events.

The evolutionary rates of mtDNA and ITS2 are considered to be equal 2% and 2.4%, respectively,

for Anopheles (Sharpe et al. 2000). In the present study, however, ITS2 is less informative than

mtDNA. This difference could be explained by the hypothesis of vicariance and refugia events and

the intrinsic properties of both DNA markers. Mitochodrial DNA is maternally inherited and non­

recombinant. Successive bottlenecks further isolated the lineages by drastically decreasing

polymorphism, and no later recombination was possible. ITS2 is biparentally inherited and

undergoes recombinations and concerted evolution. Dissimilarity in polymorphism could have been

caused by genetic admixture with unequaI nuclear and mitochondrial gene flow during coexistence

of different mtDNA Iineages during the last contact. This would result in relative homogenization of

allele frequencies at nuclear loci while retaining the original mtDNA (Garcia-Paris et al. 2003b).

This phenomenon would be strongly reinforced by concerted evolution and cyclical bottlenecks,

which could erase or modify the ITS2 polymorphism (Gandolfi et al. 200 l, Gorog et al. 2004). The

strong impact of the most recent bottleneck during the last glacial period (11,000 yr ago) could be

observed today as a pattern of recent population expansion based on a low level of diversity within

ITS2 sequences, mismatch distributions and both low nucleotidic and high haplotypic diversities of

mtDNA sequence.
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Discrepancy between ecological hypothesis, chromosomal investigations and molecular

analyses. Chang Moh Seng (2001) supposed that the ecological patterns reflected the presence of a

species complex. However, no differences were detected between freshwater and brackish water

populations in Indonesia (Sumatra) and Malaysia (Sarawak) by molecular markers. Moreover, based

on published observations on biology, An. sundaicus s.l. was suspected to exhibit a large spectrum

of saline adaptation (Dusfour et al. 2004a)and not species-dependent preferences for fresh or

brackish water.

Combined analysis of forms A, Band C showed an absence of congruence between

cytogenetic/allozyme and molecular data. This is not the first time that such incongruences have

been noted in Anopheles species (Besansky 1999), and this has also been observed in Coleoptera

(Clark et al. 2001 )The presence of chromosomal inversions correlated with larval habitat salinity

within An. sundaicus s.l. was noted by (Sukowati et al. 1996, 1999). Chromosome inversions are

known to be related to environmental adaptation (White 1973, Coluzzi 1982, Toure et al. 1998b) but

are not necessarily linked to speciation (Rieseberg 2001). We could suppose as Besansky (1999) did

for An. funestus, that the adaptation at a local scale is recent. Chromosome rearrangements indicated

this difference but this is not evident from genes that indicate current gene flow. Incongruence

between isoenzyme and molecular studies is rarely reported (Clark et al. 2001). As explained above

for incongruence between ITS2 and mtDNA, genes could react differently prior to extrinsic events

due to their inherent properties. Therefore, isoenzymes could have also been subjected to a

differential evolution in correlation to environmental constraints.

Taxonomie status. Three distinct lineages of An. sundaicus s.l. were identified. Allopatric

populations, i.e. those from the Continent (An. sundaicus species A) and Borneo (An. sundaicus s.s.)

described by Dusfour et al. (2004b), were strongly supported by the addition of samples and

populations. The presence of a deeper characteristic ITS2 copy confirmed the specifie status of An.

sundaicus s.s. The present study extended the known distributions of both species. Anopheles

sundaicus s.s. was found in Sabah in addition to Sarawak in northern Borneo, and An. sundaicus

species A, previously known from southern Vietnam and southwestern Thailand (Dusfour et al.

2004b), was identified in Cambodia and southeastern peninsular Malaysia. The status of the third

mtONA lineage (Indonesia) was slightly different. Based on ITS2 and Cyt-b of mtONA, this clade

was distinct from An. sundaicus s.s. and An. sundaicus A, i.e. it is a distinct third species based on

the phylogenetic species concept (Cracraft 1983). Divergence from a common ancestor of the

Indonesian and Continental lineages certainly occurred slightly later than the divergence of An.

sundaicus s.s. (Borneo), with a time divergence ranging from 450,000 to 750,000 years ago.

Consequently, the Indonesian and Continental lineages are more closely related than they are to An.

sundaicus s.s.. Based on phylogenetic differentiation, cornparison with evidence among Anopheles

species complexes, and recent hybridization revealed by ITS2, the Indonesian and Continental

lineages can be characterized as "incipient genetic species".
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Whether the Indonesian lineage corresponds to fonn C of Sukowati et al. (1996, 1999) in Sumatra or

fonn D of Nanda et al. (2004) on Nicobar Island of India is uncertain. To avoid confusion, we refer

to the Indonesian lineage as An. sundaicus species E.

Additional work in peninsular Malaysia and Sumatra IS needed to further investigate the

distributions and systematics of these two species. Indeed, this is the area, particularly on islands in

the Malacca strait, that is most likely to have a zone of sympatry for these species.
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PARTIE Il • TAXONOMIE ET PHYlOGEOGRAPHIE

CHAPITRE 3· SYN'rHESE ET DISCUSSION GENERALE

STATUT TAXONOMIQUE

Les reconstructions phylogénétiques des marqueurs mitochondriaux combinés ont montré la

présence de deux (Article 2), puis trois clades monophylétiques fortement soutenus (Article 3). Ces

clades ont été reconnus en tant qu'espèces, d'un part par les reconstructions mais aussi par

l'observation de distances génétiques équivalentes à celles connues entre des espèces d'autres

complexes et des divergences intra-clades très faibles. Trois espèces ont pu être ainsi discriminées

dans le Complexe Sundaicus : An. sundaicus s.s., An. sundaicus espèce A et An. sundaicus espèce E.

Anopheles sundaicus s.s. s'est avéré être génétiquement plus éloigné d'An. sundaicus espèces A et E

que ces deux dernières espèces ne le sont entre elles, par la présence d'un ribotype) distinct,

caractéristique de cette première espèce. Par contre, An. sundaicus espèces A et E ont certains

ribotypes en commun. C'est pourquoi, afin de souligner le niveau de différenciation inférieur entre

An. sundaicus espèces A et E, ces deux espèces définies comme des espèces incipientes.

An. sundaicus espèce A vient d'être décrit en tant que An. epiroticus (Linton et al. accepté.). Le

néotype a été collecté en 1998 au village de Van Duc A, commune de An Trach, District de Gia Rai,

province de Bac Lieu au Vietnam.

Le Complexe Sundaicus comprend désormais 3 espèces reconnues par marqueurs moléculaires dont

deux décrites :

An. sundaicus s.s. (Rodenwaldt)

An. epiroticus Linton & Harbach

An. sundaicus espèce E

Ces résultats ne sont pas en congruence avec ceux obtenus précédemment par Sukowati et al. (1996,

1999) qui font état de trois formes A, B et C par des techniques de cytogénétique et des analyses

isoenzymatiques. La forme A est polyphylétique, alors que les formes B et C appartiennent à la

même espèce (An. sundaicus espèce E). De même, la première hypothèse d'un complexe d'espèces

basé sur des différences écologiques, gîte d'eau saumâtre versus eau douce, n'a pas été soutenue par

nos résultats.

1
Type de copIe de l'ADN nbosomal
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DISTRIBUTION GENERALE

Une distribution géographique des trois espèces du complexe a été établie par extrapolation de la

présence des espèces aux zones côtières reliant les différents sites de cette étude. Ces espèces sont

allopatriques et corrélées avec des régions géographiques distinctes.

On sait avec certitude qu'An. sundaiclis s.s. est présent dans trois sites du nord de Bornéo (Sarawak

et Sabah), sur la côte et les îlesjusqu'à l'intérieur des terres (site de Miri) où l'eau des gîtes larvaires

est douce. Aucune donnée n'est disponible pour le sud de l'île (partie indonésienne) mais la

distribution de cette espèce peut être supposée sur les côtes du Kalimantan.

Anopheles epiroticus (=espèce A) est présent dans des sites des régions côtières du Cambodge, de la

Thailande et du Vietnam (en dessous dull eme parallèle) jusqu'à la péninsule malaise. La partie ouest

de la péninsule est dépourvue d'An. epiroticus à cause du manque de gîte larvaire dû à la

construction de digues pour contenir l'entrée d'eau de mer dans les terres. De la même manière que

pour An. sundaicus s.s., la distribution d'An. epiroticus pourrait être étendue au Myanmar (00 et al.

2004) et, éventuellement aux côtes indiennes. An. sundaicus s.1. semble cependant avoir disparue de

la côte Est de l'Inde et n'ajamais été reportée sur la côte ouest (Article 1).

Anopheles sundaicus espèce E est présente en Indonésie, sur les îles de Java et Sumatra. Sur

Sumatra, le site de South Tapanuli possède des gîtes larvaires d'eau douce. Les autres îles de

l'archipel ainsi que les îles Nicobar et Andaman n'ont pas été prospectées dans ce travail.

Anopheles sundaicus forme D décrite par Nanda et al. (2004), est présent sur les îles de l'archipel

Nicobar, Inde. Cette forme a été collectée dans des gîtes larvaires d'eau douce et d'eau saumâtre. Sa

relation phylogénétique avec les trois espèces décrites au cours notre étude, reste encore à étudier.

Indonésie

[)

Figure 11-9 : carte de la distribution du Complexe Sundaicus avec extrapolation à partir des sites où les
espèces sont connues. Vert: An. sundaicus s.s.; Rouge: An. epiroticus; Bleu: An. sundaicus espèce E;
Jaune: An. slindaiclis forme D.
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PHYLOGEOGRAPHIE

Les étapes majeures du scénario évolutif du Complexe Sundaicus en Asie du sud-est sont liées aux

variations du niveau de la mer lors des cycles glaciaires du Pleistocène (1.8 Ma - Il,000 ans)

(Quaternaire). Ce scénario est basé sur trois étapes:

1. Colonisation de la plaque continentale « Sundaland » émergée lors du niveau bas de la mer.

La relation étroite entre les anophèles et les mammifères qui sont nécessaires à leur cycle de

développement, nous a permis de supposer une problable corrélation entre la migration des grands

mammifères et des ancêtres du Complexe Sundaicus.

2. Isolement des 3 lignées lors de la création des îles lors de la remontée des eaux pendant les

périodes interglaciaires. L'isolement de ces lignées a eu lieu entre 550 000 et 850 000 ans pour les

espèces An. sundaicus s.s. et An. epiroticus, 500 000 et 800 000 ans entre An. sundaicus s.s. et An.

sundaicus E et 450000 et 750 000 ans entre An. epiroticus et An. sundaicus E.

3. Renforcement de la divergence des trois lignées par leur présence dans des refuges

tropicaux distincts lors de l'émergence de la plaque. Ces refuges ont été présents dans le nord et

l'est de Bornéo, au niveau de la péninsule malaise et dans l'ouest de Sumatra lors de la période

glaciaire lorsque toute la plaque continentale émergée subissait un climat aride.

La lignée présente sur Bornéo a été maintenue isolée des deux autres par la création de l'île lorsque

le niveau de la mer était élevé, et par la formation d'un refuge tropical situé au nord-est de Bornéo

lors de la période interglaciaire. Les lignées continentale et indonésienne ont aussi subit l'influence

des refuges et de l'isolement géographique. Cependant, les variations du niveau de la mer ont

vraisemblablement permis le contact des deux lignées par la proximité géographique des deux zones

refuges (péninsule malaise et Sumatra).

Les diversités nucléotidiques plus faibles affichées par An. sundaicus s.s. et An. sundaicus espèce E

reflètent une perte de diversité plus forte en Indonésie et sur Bornéo certainement due à deux types

de goulot d'étranglement : la création des îles et celle du refuge. Anopheles epiroticus sur le

continent n'a subit que le goulot d'étranglement dû à la création du refuge et donc une perte de

diversité moins drastique.

D'autre part, les trois espèces ont un profil démographique de lignées en expansion ayant subies un

récent goulot d'étranglement. Ces indications nous permettent de supposer que c'est la dernière

grande période glaciaire, il y a Il 000 ans, qui est à l'origine de la perte drastique de diversité sur les

trois lignées.
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CONGRUENCE ET INCONGRUENCE DES MARQUEURS

Au cours de cette étude, nous avons utilisé et comparé plusieurs types de marqueurs. L'utilisation

des marqueurs mitochondriaux, Cyt-b et COI, a montré que les deux marqueurs combinés

augmentent significativement la robustesse des reconstructions phylogénétiques. Le COI est plus

polymorphe que le Cyt-b, cependant le nombre de sites parcimonieux et celui de mutations

caractéristiques d'espèces, sont plus importants pour le Cyt-b que pour le COI.

Les séquences de l'ITS2 de l'ADN ribosomal (rDNA) se sont montrées peu informatives comparées

à celle de l'ADN mitochondrial (ADNmt). Dans le genre Anopheles, la divergence génétique

standard est de 2,4% par million d'années pour l'ADNr et de 2% pour l'ADNmt (Sharpe et al.

2000). L'ITS2 devrait donêtre plus polymorphe que le COI et/ou le Cyt-b, ce qui n'est pas le cas

pour le Complexe Sundaicus. De plus, les espèces An. epiroticus et An. sundaicus E partagent les

mêmes ribotypes et la divergence génétique intra-individuelle est équivalente à celle interspécifique.

La présence de variations intragénomiques ne fait pas de l'ITS2 une séquence fiable pour distinguer

An. sundaicus E d'An. epiroticus. Jusqu'à présent cette séquence avait été largement utilisée pour

l'identification d'espèces d'autres complexes (Hackett et al. 2000, Van Bortel et al. 2000, Garros et

al. 2004b). Cependant, peu d'études comparables d'un complexe dont les espèces ont une répartition

insulaire et continentale ont été réalisées. La preuve de variations intragénomiques chez les

anophèles, a été faite dans le Groupe An. farauti par l'étude des hétéroduplexes puis séquençage

(Beebe et al. 2001). La présence de ces variations n'a cependant pas permis de distinguer les espèces

identifiées morphologiquement. Le manque d'information de l'ITS2 pour résoudre les relations entre

les espèces de complexe n'est pas un cas propre à An. sundaicus s.l. En effet, de tels résultats ont

déjà été observés chez d'autres insectes et chez les végétaux. Dans le complexe Simulium

damnosum, la variabilité intragénomique de l'ITS2 est plus élévée que celle entre les espèces

jumelles. L'hypothèse avancée dans ce complexe est l'hybridation (Tang 1996). Dans un cadre plus

général mais non exhaustif, d'autres fragments de l'ADNr n'ont pas été des marqueurs de choix pour

différencier les espèces de chênes (Quercus petraea et Quercus robur ) (Muir et al. 2001) ou pour

sept espèces d'écrevisses (Harris and Cranda1l2000).

L 'hypothèse exposée dans l'Article 3 pour expliquer les différences entre les types de marqueurs

chez An. sundaicus est liée à une évolution différentielle essentiellement basée sur leurs propriétés

intrinsèques.

Premièrement, la propriété de l'ADNr d'avoir une évolution concertée des copies (Buckler et al.

1997) (Encadré 11-4), ainsi que l'action des goulots d'étranglement cycliques sont certainement à

l'origine de la perte de polymorphisme chez l'ITS2. Contrairement, l' ADNmt qui ne possède pas

cette propriété (Simon et al. 1994), a une perte de polymorphisme moins marquée.
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Encadré 11-4: ADNr et évolution concertée

L'ADN ribosomal est une famille multigénique composée d'unités répétées en tandem. Il est
positionné sur le chromosome X chez les anophèles. Comme toute famille multigénique, les unités
sont soumises à l'évolution concertée. Ce phénomène est en fait l'homogénéisation de chaque unité
entre elles. Les mécanismes qui permettent l'évolution concertée des copies sont les "crossing
overs" inégaux, la conversion des gènes ou d'autres recombinaisons illégitimes.

XR
Figure 11-10 : structure de l'ADN
ribosomal. Chaque copie est composée de
trois gènes (18S, 5.8S, 28S) et des régions
non codantes l'ETS (External
Transcribed Spacer), les ITSI et 2
(Internai Transcribed Spacer 1 et 2) et
l'IGS (Intergenic Spacer).lOS2RS

~C:::==:::J--~_-=:::;;;;;;-"
ETS 18S ITS1 IT52

Deuxièmement, l'ITS2 a fourni des indications précieuses sur l'histoire récente du complexe en

mettant en évidence la présence d'hybridations entre An. epiroticus et An. sundaicus E. Les

propriétés, caractéristiques de l'ADN nucléaire, d'héritabilité biparentale et de recombinaison ont

rendu possible la mise en place de la variabilité intragénomique lors des hybridations

interspécifiques. L'ADNmt reflète la divergence ancestrale (Hendry et al. 2000, Garcia-Paris et al.

2003a). Cette différence peut être due à un flux de gène inégal entre les deux types de marqueurs,

expliquée soit par la présence d'une barrière semi-perméable (Harrisson 1990) ou par introgression

sélective (della Torre et al. 1997) entre ces deux espèces. Ce phénomène a déjà été évoqué pour les

formes moléculaires Met S d'An. gambiae (Gentile et al. 2002) où, inversement àAn. sundaicus s.l.,

seuls l'ITS2 et l'intron du DIlS6 du gène codant pour le canal sodium montrent une absence de flux

de gène.

L'intégration d'individus typés B et C par cytogénétique, ainsi que la connaissance du statut

cytogénétique des populations de Phangnga et Trat (Thaïlande), ainsi que de Lampung (Indonésie),

nous a permis de mettre en évidence les différences entre nos marqueurs et d'autres marqueurs

génétiques. De telles incongruences entre cytogénétique et marqueurs moléculaires ont déjà été

observées chez les anophèles (Besansky 1999, Cohuet 2003). Dès 1973, White (1973) a évoqué la

relation entre formes chromosomiques et environnement. Cette constatation a été confirmée par la

répartition des cytotypes chez l'espèce An. gambiae s.s selon des faciès écologiques (Coluzzi 1982,

Toure et al. 1998a). De telles observations pourraient expliquer la forte liaison de la forme B à des

gîtes d'eau douce, mais ne permet en aucun cas de conclure à un phénomène de spéciation. En effet,

le rôle mineur des réarrangements dans la spéciation est largement argumenté. Premièrement,

beaucoup de réarrangements ont peu d'effet sur la fertilité (Coyne 1933, Dobzhansky 1933, Sites

and Moritz 1987). Les translocations, fusions, fissions et inversions, phénomènes rares, ont un plus

grand impact que les inversions paracentriques et péricentriques sur la mise en place de barrière
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reproductive post-zygotique, c'est-à-dire la production d'hybride stérile ou non viable. Chez les

drosophiles, la baisse de fertilité due aux inversions chromosomiques est d'ailleurs quasiment nulle.

Deuxièmement, la fixation des réarrangements pour une espèce est rare (Walsh 1982, Lande 1985).

Troisièmement, les différences chromosomiques semblent ne pas composer une barrière aux flux de

gènes (Barton 1979, Futyuma and Mayer 1980, Spirito 2000). Enfin, les barrières écologiques ou de

reproduction semblent intervenir avant les réarrangements et seraient donc les processus les plus

vraisemblables de la spéciation (Coyne and Orr 1998, Schulter 1998, Schemske 2000). Les

réarrangements chromosomiques chez An. sundaicus s.l. sont des inversions d'hétérochromatine,

mais aussi une translocation non réciproque sur le chromosome X pour la forme C. Cependant,

aucune différence sur les marqueurs moléculaires n'a pu confirmer la présence d'une espèce «C»

distincte. Il est possible que la structuration mise en évidence par les réarrangements

chromosomiques et partiellement liée à un profil écologique (eau douce/eau saumâtre), puis

confirmée par l'analyse isoenzymatique en Indonésie, soit récente et donc non détectable par les

marqueurs moléculaires utilisés (Besansky 1999). L'incongruence ne serait donc qu'apparente tout

comme les différences entre l'ITS2 et les marqueurs mitochondriaux. Les isoenzymes ont rarement

été incongruent avec des marqueurs moléculaires. Cependant, chez des coléoptères du genre

Diabrotica (Clark et al. 2001), une incongruence dans les relations phylogénétiques et la

reconnaissance des espèces entre ces deux types de marqueurs pour des niveaux inférieurs de la

taxonomie a déjà été observée. De plus, il ne faut pas oublier que les isoenzymes sont des isomères

d'enzymes qui entrent dans les réactions du métabolisme et qui subissent donc des pressions de

sélection. La production de différents isomères, tout comme les inversions chromosomiques,

pourrait donc provenir d'une adaptation à l'environnement mais ne romprait pas pour autant les flux

de gènes entre les différentes formes comme le suggère l'ADNmt et l'ITS2 en Indonésie. Il faut

enfin souligner, que la comparaison entre l'étude isoenzymatique de Sukowati et al. (1999) et la

nôtre ne s'est portée que sur des populations indonésiennes dont les individus ont été identifiés par

cytogénétique. Cependant, Sukowati et al. (1999) n'ont pas étudié le statut isoenzymatique des

populations continentales de Trat et Phangnga (Thaïlande). Ces populations sont considérées comme

génétiquement distinctes des populations indonésiennes par marqueurs moléculaires mais Sukowati

et al. (1996) la identifient en tant que forme A par cytogénétique. Jusqu'où l'incongruence entre les

isoenzymes et marqueurs moléculaires porte-t-elle ?

La confrontation de plusieurs marqueurs et plusieurs types de marqueurs semble donc nécessaire

dans les niveaux inferieurs de la taxonomie afin de voir quel est le degré de différenciation des

formes ou des espèces étudiées, et ceux afin de conclure sur le statut réel des clades formés.

L'histoire de la région a eu un impact considérable sur l'évolution des espèces et des gènes. La

connaissance de cette histoire a permis de mieux comprendre les différences observées aujourd'hui

entre les marqueurs ou de soulever des hypothèses susceptibles de répondre à ces questions. L'ajout

d'autres marqueurs est donc important pour approfondir les relations entre espèces et le statut d'An.

epiroticus envers An. sundaicus E.
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METHODES D'ANALYSES UTll.ISEES

Nous avons utilisé au cours de la première étude moléculaire sur le Complexe Sundaicus (Article 2)

des analyses de génétique basées sur les séquences. Ces analyses de comparaison de distances et de

détection de flux de gènes sont communement utilisées pour mettre en évidence structuration et

différenciation entre les espèces. Cette approche a montré que les divergences génétiques

intraspécifiques étaient largement inférieures à celles interspécifiques (entre An. sundaicus s.s. et An.

epiroticus). De plus, les coefficients de différenciation entre espèces étaient élevés, alors qu'ils

étaient faibles entre les populations d'une même espèce (Article 2), et ceux bien que les populations

soient allopatriques et les propriétés de l'ADNmt ne permettent l'observation de l'hétérozygotie. Ce

résultat associé aux reconstructions phylogénétiques (NJ et MP), a confirmé la présence de deux

espèces, l'une en Thai1ande et au Vietnam et l'autre dans le nord de Bornéo, Malaisie. Les méthodes

de reconstruction phylogénétique ont été utilisées pour mettre en évidence une troisième espèce

(Article 3). Les trois méthodes (MP, ML et analyse bayesienne) se sont montrées équivalentes dans

la mise en évidence des trois clades. Parmi les analyses conventionnelles, l'analyse en ML est la plus

robuste. La méthode bayésienne, quant à elle, a montré des probabilités a posteriori très élevées

mais il est connu que cette méthode surestime la robustesse des clades (Suzuki et al. 2002, Douady

et al. 2003). Cette reconstruction reste congruente en terme de monophylie des trois clades.

Cependant, le nœud basal, qui renseignerait sur les relations entre les trois groupes, reste non résolu

pour chacune des recontructions. Afin de comparer les différentes possibilités dans les relations

entre ces trois groupes, les topologies ont été testées avec le test de Shimodaira-Hasegawa et de

Wilcoxon test rank pour respectivement la ML et la MP. Toutes les topologies testées sont

équivalentes, quelque soit les groupes formés ou la polytomie. Quatres hypothèses peuvent être

avancées:

Hypothèse 1: une conséquence de l'incongruence des marqueurs. Le test ILD donne un résultat

p=0.03 proche du seuil 0.05 au-dessus duquel la congruence des marqueurs est acceptée. Le test ILD

est le plus utilisé pour tester l'incongruence. Cependant, la robustesse des trois clades a été

augmentée en combinant les deux marqueurs, Cyt-b et COI. De plus, ces deux marqueurs n'ont pas

le même taux d'évolution et donc un nombre de sites non informatifs différents entre les deux

marqueurs. Les « bruits de fond» créés par ces sites non informatifs pour chacun des marqueurs,

peuvent créer une perturbation du signal phylogénétique qui entraine l'acceptation de l'incongruence

des marqueurs. (Dolphin et al. 2000, Darlu and Lecointre 2002).

Hypothèse 2: le choix de 1'« outgroup» n'a pas été judicieux. En effet, le choix de 1'« outgrouP»

est un choix délicat à faire (Morrison 1996). Nous avons choisi deux « outgroups» l'un dans la

même série qu'An. sundaicus s.l., An. gambiae s.s., et l'autre dans le même sous-genre, An. minimus
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A. L'utilisation d'un « outgroup» génétiquement trop éloigné implique une augmentation de la

saturation et une perte du signal phylogénétique (Lopez et al. 2002).

Hypothèse 3 : un manque d'informativité et/ou un « bruit de fond» créé par le jeu de données, peut

induire des difficultés pour la reconstruction robuste des phylogénies (Lopez et al. 2002).

Hypothèse 4 : la concomitance de la divergence des trois espèces. Cette hypothèse a été supposée à

la suite du résultat précédent dans lequel la polytomie augmentait la robustesse de la reconstruction.

Elle a été soutenue par les phénomènes qui ont entrainé la spéciation et supporterait la polytomie de

l'arbre. En effet, un isolement quasi concomitant des trois groupes est en corrélation avec la montée

des eaux lors d'une période interglaciaire.

Les deux premières hypothèses sont difficilement testables. En effet, le test ILD est le plus répandu

et plus facilement utilisable. D'autres analyses testent la topologie ou les données mais leur

algorithme n'était pas disponible. Pour tester la seconde hypohèse, nous avons utilisé An. subpictus

en tant qu' « outgrouP» (résultats non montrés). Cette espèce est très proche d'An. sundaicus s.1.

(Anthony et al. 1999). Les résultats obtenus en terme de robustesse et de résolution du nœud basal

n'ont pas été améliorés. Par contre, le résultat de la reconstruction d'un arbre non enraciné a généré

l'augmentation des valeurs de bootstrap. Les deux dernières hypothèses semblent donc les plus

recevables. L'augmentation de la longueur des fragments des marqueurs utilisés ou de l'ajout d'un

nouveau marqueur à l'analyse permettra de confirmer l'une ou l'autre des deux dernières

hypothèses.
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L 'identification rapide des espèces est toujours passée par la recherche de différences

morphologiques, immédiatement identifiables, de l'anophèle femelle. Cependant, les

différences morphologiques discriminantes au niveau des espèces d'un complexe sont rares voire

absentes. Au-delà des caractères morphologiques, les connaissances sur l'écologie peuvent aussi

donner des caractères discriminants aidant à l'identification des espèces i.e. Complexe Gambiae,

Complexe Maculipennis (Mouchet et al. 2004).

Avec l'avènement de la génétique, d'autres techniques, telles que la cytogénétique, les sondes

nucléiques ou des approches isoenzymatiques, ont été utilisées pour mettre à jour de nouvelles

espèces et les identifier. Cependant, ces techniques sont difficiles à mettre en œuvre et demandent du

matériel vivant ou congelé, à des stades précis. Le développement de l'amplification de fragments

spécifiques d'ADN par PCR a permis de mettre plus facilement en place des techniques

d'identification fiables, rapides et pouvant utiliser des moustiques séchés. Deux types majeurs de

techniques sont aujourd'hui utilisés chez les espèces d'anophèles: la PCR multiplexe allèle­

spécifique et la PCR-RFLP) (Scott et al. 1993, Van Bortel et al. 1999, Walton et al. 1999, Garros et

al. 2004b, Garros et al. 2004c). La PCR allèle spécifique est basée sur la définition d'amorces dans

des zones où une ou plusieurs mutations sont fixées pour l'espèce concernée. Les fragments sont de

tailles différentes, spécifiques d'espèce et facilement visualisable sur gel d'agarose. La réalisation

d'une PCR multiplexe permet de combiner plusieurs amorces spécifiques dans un seul mélange

réactionnel et donc de déterminer le statut du moustique en une seule réaction. La PCR-RFLP est

basée sur deux réactions: l'amplification puis la restriction par des enzymes des gènes ou régions de

l'ADN connus. Les sites d'action de l'enzyme se trouvant sur des mutations fixées pour chacune des

espèces, les profils de restriction sont caractéristiques.

Anopheles sundaicus s.l. est connu comme un complexe d'espèces jumelles, mais aucune

comparaison morphologique entre les formes cytogénétiques ou moléculaires n'a encore été publiée.

La recherche de caractères discriminants facilement utilisables pour l'identification n'a donc jusque

làjamais été faite. D'autre part, une première méthode d'identification par PCR d'An. sundaicus s.s.

et An. epiroticus avait été développée (Article 2), mais celle-ci demande à être améliorée face à la

discrimination d'une troisième espèce (Article 3).

Le but de cette troisième partie est de mettre en place des outils d'identification des trois espèces du

Complexe Sundaicus. Premièrement, une comparaison morphologique a été faite afin de détecter les

éventuelles différences entre espèces. Deuxièmement, une méthode d'identification moléculaire

rapide et fiable, a été développée. L'objectif final est d'utiliser ces outils d'identification afin

d'affiner la distribution et de définir les capacités de transmission vectorielle, la biologie et

l'écologie de chacune des trois espèces du complexe.

1
PCR-RestnctlOn Fragment Length Polymorphlsm

72



PARTIE III • METHODES D'IDENTIFICATION

CHAPI'rRE 1 • IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE D'AN. SUNDA/CUSS.L.

L 'identification de chacun des stades de développement d'An. sundaicus s.l. passe par

l'observation des différences morphologiques. Les clés d'identification les plus couramment

utilisées sont celles de Reid (1968) et de l'IMPE (1987). Une des clés de l'identification d'An.

sundaicus s.l. au sein de la série Pyretophorus est décrite ci-dessous, d'après Linton et al. (200Ia),

pour chacun des stades de développement (Annexe 1).

L'ADULTE se distingue des autres membres de la série présents dans la région orientale par des pattes

tachetées (distinction d'An. indefinitus, An. subpictus et An. vagus), la tâche sombre subapicale des

palpes maxillaires est égale ou supérieure à la moitié de la longueur de la bande pâle apicale

(distinction d'An. indefinitus, An. limosus et An. vagus), l'aire préhumérale de la costa est faite

d'écailles sombres (distinction d'An. limosus, An. litoralis, An. ludlowae et An. parangensis) (Figure

III-3).

LA LARVE est plus facilement identifiable que la pupe. La soie 3-C est égale ou supérieure à la moitié

de la longueur de la soie 2-C (distinction d'An. limosus et An. vagus) , les soies 9, 10, 12-P, Mont

une ramification simple (distinction d'An. parangensis). Les soies 6-IV-VI sont ramifiées à la base

(distinction d'An. ludlowae). La soie 3-C est inférieure au % de la soie 2-C et la soie I-P a

communément plus de 8 branches (distinction d'An. litoralis). La soie 4-M est ramifiée

(normalement 3 ramifications) à partir de la base (distinction d'An. subpictus et An. indefinitus)

(Figure III-l).

LA PUPE a la soie 6-IV ramifiée (distinction d'An. litoralis, An. ludlowae et An. vagus) , les spicules

marginales de la palette natatoire ont des crochets (distinction d'An. litoralis, An. limosus et An.

vagus), l'index réfractile de la palette natatoire ne dépasse pas 0.75 mm (distinction d'An. ludlowae

et An. subpictus), la soie I-P mesure moins des 2/3 de la palette natatoire (distinction d'An.

parangensis). La pupe d'An. sundaicus est indifférenciable de celle d'An. indefinitus (Reid, 1968)

(Figure III-2).
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Figure 111-1: schéma de la larve de quatrième stade, A: tête, B: thorax et abdomen C: Segment VII,
VIII et X d'An. sundaicu s s.s., D: soie l-IV (d'après Linton et al. 2001)
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Figure 111-2 : schéma de la pupe (A et H) et du génitalia (C) de la larve mâle d'An. sundaicus s.s.
(d'après Linton et al. 2001)
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PARTIE III • METHODES D'IDENTIFICATION

CHAPITRE 2· MISE AU POINT DE METHODES D'IDENTIFICAllON

COMPARAISON MORPHOLOGIQUE DES 3 ESPECES

La comparaison morphologique présentée dans ce chapitre fera l'objet d'une publication dans le
cadre de la description d'Anopheles epiroticus : Linton Y.-M., Dusfour J. et al. Anopheles (Cellia)
epiroticus, a new malaria vector species in the Southeast Asian Sundaicus Complex • Submitted to
Bull Entomol Res.

Les différences morphologiques discriminantes au niveau des espèces d'un complexe sont rares

voire absentes. L'adulte possède une grande variabilité intraspécifique notamment au niveau des

ailes (Coluzzi 1964, Reinert et al. 1997), mais des caractères uniques discriminants ne sont pas

toujours fixés entre les espèces des complexes (Antonio-Nkondjio et al. 2002).

Dans le Complexe Quadrimaculatus, c'est la combinaison de caractères qui permet l'identification

des espèces du complexe à tous les stades du développement (Reinert et al. 1997). Dans le

Complexe Minimus, An. minimus A présente un spot pâle au niveau présectoriel de la costa de l'aile

et An. minimus C possède un spot pâle au niveau présectoriel et un au niveau huméral (Sucharit et al.

1988, Green et al. 1990). Cependant, ce caractère est aujourd'hui remis en cause par sa comparaison

avec des méthodes d'identification moléculaire plus fiables (Garros & Harbach comm. pers.).

An. bwambae ne se distingue des autres membres du Complexe Gambiae que par une plus grande

taille de bande pâle apicale sur le palpe et une tâche noire sub-apicale plus étroite (White 1985).

Coluzzi (1964) a montré que chez le Complexe Gambiae, le nombre de sensilles coeloconiques de

l'antenne adulte, le ratio des palpes et la forme des œufs sont discriminants pour An. melas, An.

merus et An. gambiae. Le nombre de sensilles coeloconiques permet aussi de distinguer An. gambiae

s.s. d'An. arabiensis en Afrique de l'Est, alors que se sont les branches de la soie nOl prothoracique

de la larve qui les distinguent en Afrique de l'Ouest.

Ces exemples illustrent la multitude de caractères et sommes de caractères pouvant discriminer des

espèces de complexe chez les anophèles. Cette diversité est encore plus importante lorsque pour un

couple d'espèces, le caractère discriminant est différent selon la localité (An. gambiae et An.

arabiensis).

L'approche morphologique sur les complexes d'espèces demande donc le criblage d'un grand

nombre de caractères afin de trouver le ou les caractères qui ont le plus grand pouvoir discriminant.

Dans le cas d'An. sundaicus, des études morphologiques menées sur des populations en Malaisie

(Reid 1968) essentiellement sur la taille des spots alaires et la comparaison des palpes maxillaires

sur des populations des îles Andaman (Nagpal and Sharma 1983) ont montré l'existence d'un

polymorphisme intra-populationnel et inter-populationneI.
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L'analyse morphologique des trois espèces identifiées dans la partie précédante a pour but de mettre

en évidence les caractères discriminants pour la distinction des espèces. La méthodologie est basée

sur la comparaison des caractères morphologiques d'An. epiroticus et An. sundaicus espèce Eaux

caractères précédemment décrits pour An. sundaicus s.s. aux trois stades, larve de 4ème stade, pupe et

adulte (Linton et al. 2001a). Le placement des soies pour la pupe et la larve chez An. sundaicus s.s.

et An. epiroticus s'est révélé identique (R.E. Harbach comm. pers.). L'examen s'est porté alors sur la

chaetotaxie des stades immatures, en particulier sur le nombre de branches à chaque soie. La

comparaison de l'adulte a surtout été focalisée sur la comparaison des ailes.

MATERIEL ET METHODES

Collection de moustiques. Les spécimens d'An. sundaicus s.s. analysés morphologiquement ont été

collectés à Pandan beach, Lundu, Sarawak, Malaysia (Linton et al. 2001a) et constituent les

paranéotypes d'An. sundaicus s.s. Les spécimens d'An. epiroticus proviennent de la province de Bac

Lieu, sud Vietnam et sont les paranéotypes d'An. epiroticus. Les spécimens d'An. sundaicus espèce

E proviennent de la même femelle que les individus reconnus comme appartenant à cette espèce par

analyse moléculaire, et collectés dans les provinces d'Asahan et de South Tapanuli, Indonésie. Ces

individus ont été identifiés au préalable comme An. sundaicus s.l. par les clés décrites par l'IMPE

(1987) et Reid (1968). La liste des individus et leur provenance sont données dans la Table III-I.

Caractères observés. Sur la base des caractères décrits pour An. sundaicus s.s. (Annexe 1) puis

pour An. epiroticus (Article 4), 89 et 160 soies ont respectivement été observées et décrites sur les

pupes et les larves ou leurs exuvies. Les soies 0 II-VIII, 12CT, 14III-VIII des pupes et OC, II-VIII,

14C, P, M et 15 C des larves n'ont pas été observées. Quatre-vingt-neuf caractères ont été comparés

chez les femelles. Cinq femelles par espèce ont été entièrement comparées, puis les ailes de 7 adultes

supplémentaires (Figure III-3) ont été analysées. Le ratio du palpe (taille du spot pâle apical / (taille

du spot noir + taille du spot pâle apical» a été calculé. Le type d'aile a été identifié en comparaison

de ceux observés par Linton et al. (2001 a). De plus, le Ratio costal a été calculé comme suit (taille

de la tâche noire subcostale / (taille de la tâche subcostale pâle + tâche subcostale noire + tâche pâle

préapicale» en accord avec la description donnée par Reid (1968). Enfin, le Ratio M3+4 a été

évalué en tant que (taille de la tâche pâle apicale de la veine M3+4/ (taille tâche pâle apicale + tâche

noire apicale», car les premiers résultats obtenus semblaient discriminer An. sundaicus s.s. et An.

epiroticus.

Analyses. Une comparaison manuelle des caractères a tout d'abord été réalisée puis, afin d'avoir une

vision globale des individus, une Analyse en Coordonnées Principales (ACP) a été faites sur les

caractères obtenus pour les pupes et les larves. L'ACP consiste à exprimer un ensemble de variables

quantitatives, ici le nombre de branches par soie, en un ensemble de combinaisons linéaires de

facteurs non corrélés entre eux, ces facteurs rendant compte d'une fraction de plus en plus faible de

la variabilité des données. Cette méthode permet de représenter les données originelles (individus et

variables) dans un espace de dimension inférieure à l'espace originel, tout en limitant au maximum
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Espèces

An. sundaicus
s.s.

An. epiroticus

An. sundaicus
E

Stade
(nombre)
Larve (n= IO)

Pupe (n= IO)

Adulte (n=12)

Larve (n= IO)

Pupe
(n=l)
Adulte
(n=12)

Larve
(n=9)
Pupe
(n=IO)
Adulte
(n=12)

Numéro de spécimens

MA80-7 , MA90-6, MA94-3a, MAI02-5 1, MAI02-47,
MA79-1, MA 102-46, MA94-4, MA103.3 2, MA 103-24
MA94-8, MA91-1, MAn -7, MA71· 1, MAI03-32, MA73-3,
MA80- 10, MA8 1-9, MAI02·52, MA90-2
MA 103-23, MA 103-25 , MA79- 1, MA 102·2 1, MA80-7
(Entier)
MA 103-32, MAn-3, MA81-8, MA74- 14, MA70-3, MA90­
2, MA80-10 (ailes)
DP29-30, DP28-22, DP30-2 , DP31-I, DP34-9, DP34- I,
DP24-5, DP26-4, DP35-10, dp22-9

DP34-9, DP35-I O, DP35-8, DP29·36 , DP30-30, DP31-IO,
DP32-6, DP28-20, DP29-32, DP30- 12

DP34-9, DP35-10, DP35-8, DP29·36 , DP29-23, DP29-24
(Entier)
DP31-11(mâle), DP32- IO, DP34-6, DP28· I, DP29-10, DP32­
8,DP33-10 (Ailes)
IN37-17, IN37-18, IN31-12,lN36-16,IN31-1 3 (ST)
INn-29, IN73-2 3, IN71-34 , IN71· 13 (AS)

IN37-17, IN36- 10, IN37-8, IN31-17, lN36-1 7 (ST)
INn·13, IN73-38, IN7I -17, IN92-15, IN73- 18 (AS)

IN37-8, IN31-14 (ST, enlier)
IN73-5, IN7) -42, IN92-9 (AS, entier)
IN37-9, IN3 1-8, lN31-l 3 (ST, aile)
IN73-7, INn -30, IN71-II , IN92-26 (AS, ai le)

Provenance Année de
collecte
1999

1998

2001

Table 111-1 : liste et nombre (n) de spécimens étudiés par espèce et par stade, lieu et année de
collection.

B

Figure 111-3 : types d'ailes observés chez An.
sundaicus s.s., shéma d'après Linton et al.
(2001a). AP= spot pâle apical, HP = spot pâle
hum erai; PP = spot pâle préapical; PSP =
spot pâle pré sectoriel; sep= spot pâle
subcosta l; SP = spot pâle sectoriel.
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la perte d'information. La représentation des données dans des espaces de faible dimension en

facilite considérablement l'analyse. L'ACP a été réalisée en utilisant le programme XLSTAT

(Addinsoft) exécuté sous Excel. Les variables ayant un nombre constant de soies, ont été enlevées de

l'analyse comme le demande l'algorithme. Les individus ont été positionnés dans un graphe à deux

dimensions. Les coordonnées des individus ont été calculées avec toutes les variables et représentées

dans un graphe où les dimensions sont les deux premiers facteurs de l'analyse (FI et F2). Ces

facteurs expriment la plus grande variabilité des données. Enfin, une comparaison de moyenne, faite

dans Excel par le test de Student bilatéral au seuil 0,05, a été effectuée pour comparer les ratios des

palpes, de la costa et de la veine M3+4.

Le but d'une telle analyse est de pouvoir identifier un ensemble de caractères discriminants ou

différentiels.

RÉSULTATS

Larves. L'analyse de vingt-neuf spécimens (9-10 individus par espèce) (Table III-l) et de 130

caractères n'a pas pu révéler un ou des caractères spécifiquement discriminants. Un total de 30

caractères était constant pour les trois espèces. Les deux premiers et meilleurs facteurs de l'ACP,

représentaient 8 et 9% de la variance totale de ces données (Figure III-4). Ce faible pourcentage était

le reflet de la faible différenciation morphologique entre les individus et les espèces. De plus, les

facteurs ne sont pas fortement expliqués par une ou quelques variables, i.e. l'axe FI est représenté à

72% par 30 variables avec des valeurs entre 1 et 5,375%. Ce qui confirme l'absence d'un caractère

unique ou de la combinaison d'un faible nombre de caractères discriminants et utilisables pour

l'identification. On observe cependant que les individus appartenant à une même espèce sont plus

proches entre eux qu'avec ceux des autres espèces. Les individus des populations d'An. epiroticus et

d'An. sundaicus s.s. proviennent d'une population par espèce (Table III-l). Les spécimens d'An.

sundaicus E proviennent de deux populations de sites distincts de collection. Ce regroupement

d'individus montre une tendance à trois groupes qui, cependant, se recoupent. L'ajout de populations

est nécessaire pour confirmer que l'ensemble des caractères morphologiques tend à regrouper les

individus selon leur espèce.

Pupes. Comme pour les larves, l'analyse de trente spécimens (10 par espèce) (Table III-l) sur 73

caractères polymorphes n'a pas pu révéler de caractères spécifiquement discriminants. Un total de

16 caractères était constant. Les deux premiers facteurs représentaient 10 et 9% de la variance totale

de ces données (Figure 111-5). Le même constat que pour les larves peut être fait : aucune

différenciation n'est faite mais les individus de même espèce sont plus proches, aucune variable ou

combinaison de variables n'explique fortement les axes. Les conclusions sont donc les mêmes que

pour l'analyse des larves et, de même, l'ajout de populations serait nécessaire pour renforcer

l'analyse.
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Figure 111-4 : résultats de l'Analyses en Coordonnées Principales (ACP) sur les caractères observés
pour les larves. Représentation des axes FI et F2. An. sundaicus s.s. est représenté en vert, An.
epiroticus en rouge et An. sundaiclls espèce E en bleu.
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Figul'e 111-5: résultats de l'ACP sur les caractères obsen'és pour les pupes. Représentation des axes
FI et F2. An. sundaicus s.s. est représenté en vert, An. epiroticus en rouge et An. sundaicus espèce E en
bleu.
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Adultes. Sur la totalité des caractères, seuls ceux des ailes se sont avérés variables. Le ratio des

palpes (Table III-2) varie de 0,59 à 0,66 chez An. sundaicus S.S., de 0,60 à 0,80 pour An. epiroticus,

et de 0,33 à 0,76 pour An. sundaicus E. Les moyennes sont significativement différentes mais les

intervalles présentés ici sont chevauchants (Table 111-2 et Table 111-3). Linton et al. (2001 a) ont

décrit cinq types de profils alaires pour An. sundaicus s.s. sur la base de la costa et de la veine R

(Figure III-3). Sur les 12 adultes observés chez An. sundaicus S.S., quatre profils A, six 8 et deux 0

ont été retrouvés sur les cinq types de profils alaires observés par Linton et al. (200 la). Pour les 12

adultes observés chez An. epiroticus (dont 1 mâle), quatre profils A sont présents et 8 profils B. Les

12 individus identifiés An. sundaicus E présentent deux types A, sept types B, un type C et deux

types D. Quelle que soit l'espèce, la variabilité intraspécifique des spots alaires est importante du fait

de la présence ou de l'absence de certains spots, mais aussi par la taille de ceux-ci. Ces variations

sont localisées sur la costa et les veines R, RS, mais aussi sur les autres veines de l'aile. Les ratios

calculés pour les ailes ont des moyennes équivalentes ou significativement différentes selon les

espèces comparées (Table III-2 et 111-3). Les moyennes du ratio de la costa sont significativement

différentes entre An. sundaicus E et An. sundaicus s.s. et entre An. sundaicus E et An. epiroticus.

Elles sont aussi significativement différentes entre An. sundaicus s.s. et An. epiroticus ainsi qu'entre

An. sundaicus E et An. epiroticus. Cependant, tout comme pour les ratios des palpes, les intervalles

de valeurs sont chevauchants pour les trois espèces (Table III-2 et III-3).

Espèces Ratio palpe maxillaire Ratio costal Ratio M3+4

An. sundaicus s.s. Min 0,59 Min 0,33 Min 0,20
Max 0,66 Max 0,56 Max 0,66
Moy 0,62 Moy 0,45 Moy 0,49
Ecart Type 0,03 Ecart Type 0,05 Ecart Type 0,15

An. epiroticus Min 0,66 Min 0,32 Min 0,51
Max 0,75 Max 0,5 Max 0,66
Moy 0,69 Moy 0,43 Moy 0,62
Ecart Type 0,06 Ecart Type 0,05 Ecart Type 0,05

An. sundaicus EMin 0,33 Min 0,43 Min 0,00
Max 0,76 Max 0,60 Max 0,62
Moy 0,54 Moy 0,53 Moy 0,42
Ecart Type 0,11 Ecart Type 0,04 Ecart Type O,IS

Table 111-2 : valeurs de minima, maxima, moyennes et écart-types calculés pour chaque espèce.

An. epiroticus

An. sundaicus E

An. sundaicus s.s.
Pa=0,037*
C=0,39
M=0,017*
Pa=0,04S*
C=O,OOO*
M=0,312

An e iroticus

Pa=0,003*
C=O,OOS*
M=0,004*

Table 111-3 : probabilités résultantes de la comparaison des moyennes des ratios entre deux espèces. Pa
pour les palpes maxillaires, C pour celui de la costa et M pour le ratio de la veine M3+4. Les valeurs
avec une étoile sont significatives. Les moyennes des espèces pour lesquelles cette valeur a été trouvée
sont donc différentes.
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CONCLUSIONS

Aucun caractère ou combinaison de caractères observés n'est radicalement discriminant entre les

espèces. En fait, la combinaison de tous les caractères laisse à penser que les individus appartenant à

chacune des trois espèces tendent à être morphologiquement plus proches entre eux. Cependant, le

chevauchement des intervalles ne permet pas de distinguer à 100% les espèces et ceux pour chacun

des stades. Les moyennes des ratios pour les trois espèces sont significativement différentes, mais

les intervalles de valeurs sont chevauchants. Nous avons focalisé cette étude sur des caractères

facilement observables de l'adulte et des stades immatures. Cette comparaison pourrait être

complétée par J'observation de caractères, tels que le génitalia des mâles et la forme des œufs déjà

utilisée pour les Complexes Gambiae (Coluzzi 1964) et Maculipennis (Missiroli et al. 1933).
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ARTICLE 4 • PCR ALLELE SPECIFIQUE POUR IDENTIFIER LES MEMBRES DU COMPLEXE SUNDAICUS

Dusfour J. et al. Allele-specific PCR assay for idenfiying members of the Anopheles sundaicus
complex, malaria vector in Southeast Asia. To be submitted in Am J Mosq Control Assoc

Anopheles mosquitoes of the Cellia subgenus are responsible for human malaria transmission in

tropical area of the Old World. Most of the important malaria vectors on Southeast Asia are

members of complexes in which species are morphologically closed or indistinguishable. The

difficulties in the identification of sibling species stimulated the development of molecular tools

(Scott et al. 1993, Collins and Paskewitz 1996, Favia et al. 1997, Sharpe et al. 1999, Walton et al.

1999, Kengne et al. 2001, Fettene et al. 2002, Koekemoer et al. 2002, Manguin et al. 2002, Kengne

et al. 2003, Garros et al. 2004b) for precisely and reliably determining members of complexes.

Among major vectors in Southeast Asia, An. sundaicus Rodenwaldt, occurs on coastal areas and

Islands (Dusfour et al. 2004a). It is considered as either a major vector or a secondary vector of

malaria depending on region and country (Schaefer and Kirnowardoyo 1983, Meek 1995). Regarded

as a secondary vector in Thailand in the past (Gould et al. 1966, Harinasuta et al. 1974), it is now

considered as a potential major vector because of its occurrence near touristic sites (Chowanadisai et

al. 1989). In contrast, it is known as the main vector in coastal areas ofIndia (Rao 1984), Vietnam

(Nguyen Tang Am et al. 1993) and Indonesia (Soeparmo and Lair 1954, Miyagi et al. 1994).

Moreover, Kirnowardoya and Yoga (1987) noticed that malaria transmission at Chilacap on Java,

mainly due to An. sundaicus, fluctuated widely, not only from year to year, but also from locality to

locality during the same year. Thus, the wide geographical distribution, ecological and behavioural

diversity of An. sundaicus s.l. suggested the presence of a species complex (Chang Moh Seng et al.

2001). Since the type described by Rodenwaldt did not exist (Bonne-Webster and Swellengrebel

1953, Reid 1968), the identity of An. sundaicus s.s. was fixed recently by a neotype designated from

material collected at Pandan Beach, Lundu District in the Province of Sarawak on Malaysian Borneo

(Linton et al. 2001a). Consecutive studies based on cytogenetics and isozymes showed the presence

of three distinct forms (A, Band C) in Indonesia and Thailand (Sukowati et al. 1996, 1999). A

fourth cytotype, D, was recently identified on the Andaman Islands (Nanda et al. 2004). However,

these species were not confirmed by our molecular work based on partial mitochondrial DNA

markers: Cytochrome Oxydase 1 (COI) and Cytochrome b (Cyt-b) (Dusfour et al. 2004b, 2005) and

a ribosomal marker (rDNA), the InternaI Transcribed Spacer 2 (lTS2) (Dusfour et al. 2005). Our

studies discriminated a total of three genetic species distributed (1) in Northern Borneo with An.

sundaicus s.s. which includes freshwater and brackish water populations, (2) on the continent with

An. sundaicus species A that occurs from Thailand, Cambodia, southern Vietnam down to

peninsular Malaysia and characterized by brackish water populations only, and (3) in Indonesia with

An. sundaicus species E also including fresh and brackish water population. Recently, the species A
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occurring on the continent was described and named An. epiroticus (Unton et al. in prep.). Few

recent studies have been done on An. sundaicus s.l. and no specifie data are yet available on each

distinct species. Moreover, the respective distribution of each species is still uncomplete. A first

PCR method was developed based on the recognition of SCAR (Sequence Characteristic Amplified

Region) from RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) study (Dusfour et al. 2004b).

Anopheles sundaicus s.s. and An. epiroticus were thus differentiated through this PCR. The recent

discrimination of a third species, An. sundaicus species E, implied the development of an improved

PCR method.

The aim of the present study was to develop a simple and reliable molecular method of

identification. The method was based on mtDNA fixed mutations specifie of each of the three

species described by Dusfour et al. (2004b, 2005).

MATERIALS AND METHODS

Mosquito collections. Specimens used were identified as An. sundaicus s.l using the morphological

key of Reid (1968) and the one prepared by IMPE (1987)for the Anopheles of Vietnam. Specimens

were collected from Il localities, widespread across the distribution area (IlI-4). Populations of Trat

and Phangnga (Thailand) as weil as Asahan, South Tapanuli, Lampung and Patuk from Indonesia,

were the same localities where Sukowati's collections were done (Sukowati et al. 1996, 1999).

Breeding sites from Miri (Sarawak, Borneo, Malaysia) and South Tapanuli (Sumatra, Indonesia)

were both characterized as freshwater.

DNA extraction, mtDNA amplification and sequencing. DNA was individually extracted

following the protocol described in Linton et al. (200Ia) based on phenol-chloroform procedure. A

total of 524-bp of the COI gene was amplified with universal primers CI-J-1718 and CI-N-2191

(Simon et al. 1994), employing the reaction conditions described in Unton et al. (2001a). A total of

575-bp of mitochondrial Cyt-b was amplified with primers CBsunA 5'-AATGTTACAAGAATTCA­

3' and CBsunB 5'-TTAGCTATACATTATGC-3', using the reaction conditions described in Dusfour

et al. (2004b). Fragment sequencing was done on both directions. The sequences obtained are

available in GenBank under the following accession numbers: AY243788-AY243799, AY245283,

AY245284, AY256954-AY256957, AY253150-AY253155, AY299094-AY299120, AY299339­

AY299346, AY672287-AY672404 (Dusfour et al. 2004b, 2005).

Allele Specifie peRo mtDNA sequences were aligned within BioEdit (Hall 1999) by Clustal W

(Thompson 1994) and then species specifie alleles were identified. From these data, we designed

ailele specifie primers (Figure III-6 et III-7). Each species specifie PCR was tested independently

before developing the multiplex assay. In a final volume of 20~L, concentrations within the PCR

reaction mix were IX reaction buffer (Qiagen, California), OAmM of dNTPs, ImM of MgCI2,

0.5~M of each primer, 0.5U of Taq polymerase (Qiagen, California), and 2f.1L of DNA template

diluted 1/10.
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The PCR cycles were one cycle at 94°C for 5 min, followed by 35 cycles at 94°C for 30 sec,

gradient test 42°C from 50°C for 30 sec, and noc for 30 sec. An additional autoextension at noc
for 10 min was included at the end of the reaction. The PCR products were subjected to

electrophoresis on a 2.5 % agarose gel stained with ethidium bromide.

Multiplex peR. To detect simultaneously each Anopheles species, ail primers were used in

combination to develop a one-step reaction. Combining six primers implies interactions among them

during the PCR reaction. To limit this phenomenon, we optimized the PCR reaction by doing

gradients on annealing temperature, MgCI2 and primer concentrations. We tested temperatures from

46°C to 54°C, MgCI2 concentrations from 0.5 to 1 mM and primer ones from 0.2 to 1 !lM. We

based the development of the single PCR assay on specimens determined as An. sundaicus s.s., An.

epiroticus and An. sundaicus species E by phylogenetic analyses (Dusfour et al. 2004b, 2005).

Validation ofthe assay. The reliability ofthis method was tested on a sample of 59 specimens from

different localities (Table 111-4). These specimens were collected in the same sites as those used in

the PCR development. The DNA from the specimens used in the single assay development was

subjected to electrophoresis on an agarose gel as positive controls.

Country,locality Number of specimens
Malaysia, Sarawak, Miri 8
Malaysia, Sarawak, Lundu 17
Vietnam, Ho Chi Minh 2
Vietnam, Bac Lieu 14
Thailand, Trat 1
Thailand, Phangnga 4
Indonesia, Sumatra, Asahan 2
Indonesia, Sumatra, South Tapanuli 2
Indonesia, Sumatra, Lampung 2
Indonesia, Java, Jakarta 1
Indonesia, Java, Patuk 6
Total 59

Table 111-4 : Iist of collection sites and number of specimens tested during the PCR validation phase

RESULTS

Alignment, determination of nucleotide specificity and primer design. Alignment of ail the 86

and 88 sequences from COI and Cyt-b, respectively, obtained from Dusfour et al. (2005), showed

the presence of 2 and 6 species specifie nucleotides. Primers were designed using the sequences

aligned in Figures 19 and 20. We designed 5 primers for the 3 species of the An. sundaicus complex.

Anopheles sundaicus s.s. and An. sundaicus species E specifie primer, SS and E respectively, were

chosen on Cyt-b partial gene (Figure 111-6, Table 1ll-5). Both are in complementary of the primer

CBsunA for the amplification of each specifie gene fragment. One couple of primers, SpCO and Epi,

was designed on the COI gene for the identification of An. epiroticus (Figure 1ll-7, Table 1ll-5).

Finally, a primer, SpCB, common of ail complex species was designed on the Cyt-b and

complementary ofCBsunA (Figure 1ll-6, Table 1ll-5). The oligonucleotide sequence for each primer

and their respective melting temperature (Tm) are shown in Table 1ll-5. The expected lengths of

specifie amplifications are 435 bp for ail the complex species, 313 bp for An. sundaicus s.s., 167 bp
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for An. epiroticus, and 498 bp for An. sundaicus species E (Table III-5). Criteria for primer design

were that the PCR products after amplification had to be specifie of each species and easily

visualized on an agarose gel. PCR reactions agreed with these criteria without any non-specifie band

(data not shown).

Name Gene Specificity Sequence (5'-+3') Annealing TO
Fragment Size
(hy)

CBsunA Cyt-b Universal AATGTTACAAGAATTCA 42

SpCB Cyt-b Sundaicus Complex ATGTTGGACGTGGAGTT 50 435

S.S. Cyt-b An. sundaicus s.s. TATCATTCTGAGGAGCC 50 313

E Cyt-h An. sundaicus E ATGATTTTTACGAATTTGC 48 498

SpCO COI An. epiroticus GAACGGTTTATCCTCCT 48

Epi COI An. epiroticus TATTCGATCTAAAGTAATC 48 167

Table 111-5 : Iist of primers with their characteristics: name, gene where they were designed,
specificity, primer sequences, annealing temperature and fragment size.

Multiplex. The five primers specifie of species were combined into a single PCR reaction to identify

in one-shot reaction the three species of the complex. The aim was to maximize the yield of the

desired product while retaining specificity. Then, the SpCB primer was added to the reaction mix to

obtain the An. sundaicus s.l. common band of the complex. After testing different conditions, we

defined the best ones for a final volume of 20l!L as O.5mM of MgCI2, 0.251!M of each primer, O.5U

of Taq polymerase (Qiagen, Califomia) and 52°C for 30 sec for the annealing temperature. This

PCR multiplex was developed on individuals which was identified as An. sundaicus s.s. from Lundu

(Sarawak, Bomeo), An. epiroticus from Bac Lieu (Vietnam) and An. sundaiclls E from Asahan

(Indonesia) (Dusfour et al. 2004b, 2005). Figure III-8 show the result of the PCR identification with

and without the common band of the whole Sundaicus Complex.

Validation. The DNA from the standard specimens was subjected to electrophoresis on an agarose

gel as positive controls. A total of 59 specimens were tested for the validation of the PCR. As

expected, ail tested specimens were identified as the same species of the original populations. This

result reinforced the geographic distribution of the three species on the three distinct geographic

regions (Table III-4). Anopheles sundaicus s.s. is distributed in Northem Bomeo and suspected in

the south part by following the coast. Anopheles epiroticus is present on the coastal part of the

continent from the Il th parallel in southem Vietnam to peninsular Malaysia. Anopheles sundaicus

species E occurs on Java and Sumatra, Indonesia.
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An. sundaicus s.s.
An. epirot~cus

An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s. s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E
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An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaicus species E

An. sundaicus s.s.
An. epiroticus
An. sundaic/ls species E

.... 1 •.•• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

5 15 25 35 45 55
GGAGGATTTG GAAATTGATT AGTTCCTCTT ATATTAGGAG CTCCAGACAT AGCATTCCCT
GGAGGATTTG GAAATTGATT AGTTCCTCTT ATGTTAGGAG CTCCAGACAT AGCATTCCCT
GGAGGATTTG GAAATTGATT AGTTCCTCTT ATGTTAGGAG CTCCAGACAT AGCATTCCCT
. ••. 1 •••• 1 •••• 1 .••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

65 75 85 95 105 115
CGAATAAATA ATATAAGATT TTGAATACTA CCGCCTTCTT TAACACTGCT AATTTCTAGT
CGAATAAATA ATATAAGATT TTGAATACTA CCACCTTCTT TAACACTGCT AATTTCTAGT
CGAATAAATA ATATAAGATT TTGAATACTA CCACCTTCTT TAACACTGCT AATTTCTAGT
• ••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 .... 1 ••.• 1

125 135 145 155 165 175
AGAATGGTAG AAAATGGGGC AGGTACAGGA TGAACGGTTT ATCCCCCTCT ATCTTCTGGG
AGAATGGTAG AAAATGGAGC AGGTACAGGA TGAACGGTTT ATCCTCCTCTI ~G
AGAATGGTAG AAAATGGGGC AGGTACAGGA TGAACGGTTT ATCCTCC~T SpCO FG

• .1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 '" .1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

185 195 205 215 225 235
ATTGCTCACG CAGGAGCATC AGTTGATTTA GCTATTTTTT CTTTACATTT AGCTGGGATT
ATTGCTCACG CAGGAGCATC AGTTGATTTA GCTATTTTTT CATTACATTT AGCTGGGATT
ATTGCTCACG CAGGAGCATC CGTTGATTTA GCTATTTTTT CATTACATTT AGCTGGGATT
• ••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 .... 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

245 255 265 275 285 295
TCTTCAATTT TAGGGGCTGT AAATTTTATT ACTACAGTAA TTAATATACG~GGA

TCTTCAATTT TAGGGGCTGT AAATTTTATT ACTACAGTAA TTAATATACG Epi G~~

TCTTCAATTT TAGGGGCTGT AAATTTTATT ACTACAGTAA TTAATATACG GGG
• ••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

305 315 325 335 345 355
ATTACTTTAG ATCGAATACC TTTATTTGTT TGATCTGTAG TTATTACAGC TATTTTATTA
ATTACTTTAG ATCGAATACC TTTATTTGTT TGATCTGTAG TTATTACAGC TATTTTATTA
ATTACTTTAG ATCGAATACC TTTATTTGTT TGATCTGTAG TTATTACAGC TATTTTATTA
• ••• 1 .••• 1 •••• 1 •..• 1 '" .1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

365 375 385 395 405 415
TTATTATCAT TACCTGTATT AGCGGGAGCT ATTACTATAT TATTAACTGA TCGAAATTTA
TTATTATCAT TACCTGTATT AGCCGGAGCT ATTACTATAT TATTAACTGA TCGAAATTTA
TTATTATCAT TACCTGTATT AGCCGGAGCT ATTACTATAT TATTAACTGA TCGAAATTTA

• ••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 .... 1 •••• 1 •• , .1 •••• 1

425 435 445 455 465 475
AATACTTCTT TCTTTGACCC CGCAGGAGGA GGAGACCCTA TTTTATATCA ACACTTATTT
AATACTTCTT TCTTTGACCC CGCAGGAGGA GGAGACCCTA TTTTATATCA ACACTTATTT
AATACTTCTT TCTTTGACCC CGCAGGAGGA GGAGACCCTA TTTTATATCA ACACTTATTT
• ••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1 •••• 1

485 495 505 515
TGATTTTTTG GACACCCAGA AGTTTATATT TTAATTTTAC CGGG
TGATTTTTTG GACACCCGGA AGTTTATATT TTAATTTTAC CGGG
TGATTTTTTG GACACCCGGA AGTTTATATT TTAATTTTAC CGGG

Figure 111-7 : positioning of primers on the COI sequence alignement of the three species

506 bD

396 bp
344 bp
299 bp

220/201 bp

An. sundaicus E (498 bp)
An. sundaicus s.l. (435 bp)
An. sundaicus s.s. (313 bp)

-An. epiroticus (167 bp)

Figure 111-8: multiplex PCR for the identification of An. sundaicus s.s. (Iane 1), An. epiroticus (Iane 2)
and An. sundaicus spcdcs E (Jane 3) with the specifie band for the complex. Lane 1 = 1 kb ladder.
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DISCUSSION

The development of identification PCR on the base of mtDNA is innovative for Anopheles

complexes. Indeed, rDNA has been mostly used for the design of primers in such methods,

especially based on ITS2 and IGS sequences (i.e. Scott et al. 1993, Garros et al. 2004b, Dusfour et

al. 2005). However, despite the specific ITS2 sequence for An. sundaicus s.s., the presence of

intragenomic variations and shared ITS2 types between An. epiroticus and An. sundaicus E (Dusfour

et al. 2005) eliminated the possibility to use this marker. Moreover, our multiplex PCR is based, for

the first time in Anopheles genus, on two genes. Between both markers, Cyt-b was the most

informative. Five primers were designed on this gene fragment. One fixed mutation was observed

for An. epiroticus. However, the specific band size was not easily visualized on agarose gel. In

consequence, we designed An. epiroticus specific primers on the COI fragment. Primer designs were

based on only one nucleotide difference from the general sequences. This characteristic generated

non-specific amplifications during the development of the multiplex assays. Improvement of PCR

conditions by increasing annealing temperature and decreasing MgCh concentration limited such

amplifications. Moreover, the intensity of specific band implies the non-ambiguity in the result. The

addition ofSpCB primer acts as the positive control ofPCR reaction.

Separate studies on the different species of the Sundaicus Complex are still poorly documented.

However, such single PCR assay will be useful in future investigation. For instance, the geographic

distribution of each species in the complex has to be more precisely defined. In addition to a basic

use in entomological survey, the PCR could detect potential new species shown by the sole presence

of the common band of the complex. The PCR will be usefui in prospective missions such as in

Andaman islands where the cytogenetic form 0 was described (Nanda et al. 2004). However, the

molecular status of this form is still unknown. Moreover, ail three species are known as allopatric

species. The objective is now to define if they are really allopatric or if sympatric areas exist. A

region of interest for such study is the island of Malacca strait which is at equal distance from the

continent and Sumatra island. Both An. epiroticus and An. sundaicus E could occur in this region.

The development of such rapid and reliable PCR is also essential for technology transfer, as weil as

for the assessment of further investigation on epidemiology and ecology of the complex.

Understanding Anopheles complexes is a prerequisite for precisely determining the vectors of

malaria, for better studying malaria epidemiology and implementing appropriate vector control

strategies. Nowadays, vectorial capacity of each species is poorly known. In Indonesia, Malaysia and

Vietnam, An. sundaicus s.l. were considered as principal vector on coastal areas (Soeparmo and Lair

1954, Rao 1984, Nguyen Tang Am et al. 1993, Miyagi et al. 1994) although no recent malaria case

was due to An. sundaicus in southern Vietnam. This method is a basic tool in the development of

selective vector control.
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CONCLUSION

Le but de cette approche était d'identifier des différences diagnostiques entre les espèces du

Complexe Sundaicus. Des caractères morphologiques et des séquences ont été comparés. Aucune

différence morphologique n'a pu être utilisée en tant que marqueur discriminant, les espèces peuvent

être définies comme cryptiques (Encadré lll-l) pour les caractères observés. En l'absence de

caractères morphologiques aisément identifiables, une méthode rapide et fiable d'identification

moléculaire était nécessaire. Des mutations caractéristiques de chaque espèce ont été identifiées sur

le Cyt-b et le COI. Sur la base de ces nucléotides spécifiques, des amorces ont été dessinées et

utilisées dans une PCR multiplexe d'identification. L'identification des moustiques est réalisable en

une seule étape et visualisable sur gel d'agarose. Ces deux conditions sont indispensables pour le

transfert dans les pays du sud concernés. En effet, les entomologistes des pays d'Asie du sud-est

dans lesquels se situe An. sundaicus s.l., ont des laboratoires équipés pour la biologie moléculaire.

Le transfert de technologie sera donc possible et soutenu par des collaborations entre l'Asie et

l'Europe au sein de projets tel que le projet MALVECASIA (voir Partie IV) ou d'enseignement tel

que le Master international d'Entomologie, Université Kasetsart, Bangkok, Thaïlande. Le

développement d'une telle méthode permettra de mieux comprendre la distribution, la biologie et la

capacité vectorielle des membres du Complexe Sundaicus. De plus, son amélioration pourra

aisément être faite si d'autres espèces du complexe sont mises en évidence, par le développement de

nouvelles amorces spécifiques sur l'un ou l'autre des fragments de gènes.

Encadré 111-1 : espèces cryptiques, espèces jumelles.

Sont définies comme espèces cryptiques d'un complexe, des espèces qui ne peuvent pas être
distinguées par des caractères morphologiques. Par contre, les espèces jumelles présentent
quelques différences discriminantes.
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PARTIE IV· CARACTERISATION D'AN.

SUNDA/CUSS.L. DANS LE SUD VIETNAM
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Connaître la biologie, le comportement et l'environnement des vecteurs d'agents pathogènes

humain sont des éléments essentiels dans le développement de stratégies de lutte

antivectorielle efficaces. La distribution d'une maladie est dépendante de l'intemction d'une

multitude de facteurs environnementaux, climatiques et biologiques qui définissent un milieu

propice au développement de l'insecte et, ensuite, à la transmission de la maladie. Cependant, la

détermination de ces facteurs demande l'étude à large échelle d'un grand nombre de paramètres. En

fait, les avancées récentes sur les techniques de télédétection et les systèmes d'information

géographique assistés par ordinateur ont donné l'opportunité aux scientifiques de cartographier les

maladies à vecteur et d'analyser un grand nombre des facteurs environnementaux pouvant affecter

leur distribution spatiale et temporelle. Ces techniques ont déjà été utilisées pour cartographier,

surveiller et quelquefois prédire la présence et le développement de maladies telles que le paludisme,

la trypanosomose, l'onchocercose, la leishmaniose et les shistosomiases (Kitron et al. 1994, Hassan

et al. 1998, Indaratna et al. 1998, Hay et al. 2000, Thomson and Connor 2000, Cattand et al. 2001,

Brooker et al. 2003, Rinaldi et al. 2004, Rizzoli et al. 2004, Srivastava and Nagpal 2004).

Anopheles sundaicus est considéré comme le vecteur majeur du paludisme dans les zones côtières du

sud Vietnam (Nguyen Tang Am et al. 1993, Phan 1998). Sa distribution se situe en dessous du Il ème

parallèle dans une région largement couverte par le delta du Mékong. Les progmmmes de lutte et les

projets d'étude sur les vecteurs du paludisme dans cette région portent essentiellement sur cette

espèce. Un programme national drastique de lutte contre le paludisme a débuté dans les années 90. 11

a été couronné de succès avec une diminution des cas et de la mortalité en 2003 (Erhart et al. 2004).

L'étude sur An. sundaicus au sud du Vietnam comprend sa caractérisation environnementale en

collaboration avec l'Institut National de Malarialogie, Parasitologie et Entomologie (NIMPE) de

Hanoi, le Sub-IMPE d'Ho Chi Minh ville (institut régional) et l'Institut de Géographie de Hanoi et le

traitement des données entomologiques collectées par les partenaires sur le terrain au cours du projet

MALVECASIA (Encadré IV-1). Pour cela, un système d'information géographique a été développé

dans le cadre du projet MALVECASIA.
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Encadré IV-1 : le projet MALVECASIA

Le projet MALVECASIA, dans lequel s'intègre notre approche, réunit 8 partenaires dont 4 en Asie
(Vietnam, Cambodge, Laos et Thaïlande) et 4 en Europe (Belgique, France et 2 en Grande
Bretagne).C'est un projet INCa financé par l'union européenne. Son premier axe d'étude est la
détermination des niveaux de résistance aux insecticides des anophèles et des mécanismes par
bioaessais des vecteurs du paludisme aux insecticides et essais biochimiques sur des populations
d'anophèles de 115 sites du Cambodge (20), Laos (20), de Thaïlande (15) et du Vietnam (60). Le
deuxième axe est le développement d'un Système d'Information Géographique (SIG) afin d'intégrer
la distribution des anophèles, leurs caractéristiques environnementales, leur degré de résistance à
différents insecticides dans trois pays (Cambodge, Laos et Vietnam). Des informations sur les cas
de paludisme et l'utilisation d'insecticides seront aussi ajoutées. Enfin, un transfert des technologies
pour consolider les capacités de recherche de l'actuel réseau d'Asie du sud-est effectué tout au long
du projet. Le but final est de développer un outil de surveillance et de prédiction de la présence des
vecteurs et du paludisme en Asie du sud-est permettant de mieux contrôler le paludisme dans ces
trois pays.

o Laos

o Cambodge

Vietnam

Figure IV-l : carte des trois pays de la région du Mékong inclus dans le SIG du projet
MALVECASIA

93



PARTIE IV. CARACTÉRISATION D'Ali. SUNDA/(USS.L. AU SUD·VIETNAM

CHAPITRE 1 • CONTEXTE

Ce chapitre a pour but de mettre en place le contexte général de l'environnement et de la situation du

paludisme dans le sud Vietnam. Cette description permettra de mieux comprendre le milieu dans

lequel évolue An. sundaicus et la vigilance portait à ce vecteur. Des données générales sur le

Vietnam sont présentées dans l'Encadré IV-2.

Encadré IV-2 : description du Vietnam

Superficie : 335 000 km2
Population : > 74 000 000 habitants
Ethnie majoritaire: Khins
Coordonnées terrestres :102° 10'-109° 30' longitude est 8° 30'-23° 22' latitude nord.
Découpage administratif: 54 provinces hiérarchisées en districts, communes et villages.

Le Vietnam est une bande de terre située au centre de l'Asie du sud-est, bordée au nord par la
Chine, à l'ouest par le Laos et le Cambodge, et s'ouvre à l'est et au sud sur la mer Orientale (mer de
Chine). La côte s'étire sur 3 260 km et les frontières terrestres sur 3 700 km. La distance nord-sud
est de 1 650 km; la largeur maximale du territoire au nord atteint 600 km, au sud 400 km et la
largeur minimale est de 50 km dans la région de Quang Binh au centre. Le Vietnam est un carrefour
pour les déplacements entre l'océan Indien et l'océan Pacifique.

Figure IV-2 : carte générale du Vietnam
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PRESENTATION GENERALE DU SUD VIETNAM

LA TOPOGRAPHIE. Contrairement aux autres régions du Vietnam qui comporte des zones collinaires et

montagneuses, le sud du Vietnam a une altitude très basse «5m). En effet, le delta du Mékong

(plaine du Nam Bo) en couvre une grande partie. Cette plaine est, avec le fleuve rouge au Nord, l'un

des deux deltas du Vietnam. Il a une superficie de quelques 36 000 km2
. Son influence s'étend

largement dans la région au sud d'Ho Chi Minh ville jusqu'à la province de Soc Trang. La plaine

dite alluviale s'étend jusqu'à la province de Kien Giang. Le sud Vietnam est quadrillé par des

rivières et canaux (Illustration IV-l) nécessaires à l'irrigation pour l'agriculture, mais jls permettent

dans certaines provinces l'entrée de la mer jusqu'à plus de 30 km à l'jntérieur des terres lors de la

saison sèche (Figure IV-3).

Figure IV-3 : représentation des canaux d'irrigation et des rivières dans le sud du Vietnam. Les bras
du delta du Mékong sont représentés par des étendues bleues.

Illustration IV-l : canal de la province de Ben Tre, Vietnam (photo I. Dusfour, 2003)
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LE CLIMAT. Le sud du Vietnam se trouve dans une région de climat tropical avec des moussons,

beaucoup d'ensoleillement, un abondant volume pluviométrique et une forte humidité (>70%). La

pluviométrie varie en moyenne entre 800 et 2400 mm/an de la province d'Ho Chi Minh à celle de Ca

Mau située à l'extrême sud du Vietnam. La température moyenne annuelle est de 26°C à Ho Chi

Minh-ville. Elle est supérieure aux autres régions du Vietnam (23°C à Hanoi et 25°C à Hue). Le

climat compte deux saisons : la saison sèche et froide (de novembre à avril) et la saison chaude et

pluvieuse (de mai à octobre). Dans les provinces du sud, la différence de température est de 3°C

environ.

AGRICULTURE ET AQUACULTURE. La topologie a une influence directe sur l'économie. En effet, la

plaine du Mékong est fertile et propice à l'agriculture. La riziculture est l'activité majeure de cette

région. Cependant, les intrusions cycliques de l'eau de mer à l'intérieur des terres, demandent aux

habitants, soit une gestion de l'eau douce séparée de l'eau saumâtre, soit l'utilisation de ce

phénomène. C'est pourquoi, depuis 10 à 20 ans selon les provinces, le développement des élevages

de crevettes a pris un essor fulgurant. Cette activité a, d'une part, bouleversée l'économie en

remplaçant la culture du riz beaucoup moins lucrative par cet élevage dans les zones intertidales et,

d'autre part, entraînée la déforestation massive des mangroves déjà largement réduites à cause des

défoliants. Les cultures secondaires sont soit pérennes (bananes, noix de coco, papayes, mangues) ou

soit annuelles ou pluriannuelles, tels que l'arachide, le piment à des fins commerciales ou familiales.

L'élevage de poissons d'eau douce ou de mer est aussi présent dans la plaine centrale et sur la côte.

Peu ou pas de production animale est présente si ce n'est à titre familial.

POPULATIONS. Les densités de populations sont les plus fortes dans la région d'Ho Chi Minh ville et

dans le delta. La population est à majorité rurale. L'habitat est largement dispersé le long des routes,

autour des rizières et des élevages de crevettes.

PALUDISME

ESPECES DE PLASMODIES. Phan (1998) et le Mekong Malaria Forum (2000) présentent P. falciparum

comme l'espèce majoritaire vs P. vivax dans les provinces du sud Vietnam où An. sundaicus est le

vecteur principal. Dans quelques foyers sporadiques de la plaine d'eau douce et le long du littoral où

l'eau est moins saumâtre, P. vivax domine (Phan 1998).

ESPECES VECTRICES. Au Vietnam, 59 espèces d'anophèles ont été recensées, trois sont des vecteurs

principaux: An. dirus, An. minimus et An. sundaicus. Dans la région du sud Vietnam deux types de

zone physiogéographique et épidémiologique (Phan 1998) ont été reconnus. Premièrement, le littoral

à eau saumâtre est situé dans la partie au sud de Phan Thiet. Le vecteur principal y estAn. sundaicus.

Les vecteurs secondaires sont An. subpictus, An. aconitus, An. vagus et An. sinensis. Les espèces An.
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lesteri et An. nimpe sont suspectées d'être des vecteurs locaux important (Nguyen Tang Am et al.

1993, Phan 1998). Dans la province de Binh Thuan le vecteur principal est An. minimus.

Deuxièmement, les plaines à eau stagnante, pour lesquelles il n'y a pas de vecteur principal si ce

n'est sporadiquement An. minimus transporté passivement. Les vecteurs secondaires sont An. vagus,

An. sinensis, An. aconitus et An. tessel/atus.

TRANSMISSION. La variation saisonnière de la densité anophélienne détermine les périodes de

transmission palustre. Dans la région située au sud de Phan Thiet, la transmission se fait au début de

la saison des pluies au moment du pic de densité d'An. sundaicus. Les derniers résultats de recherche

de sporozoïtes chez An. sundaicus montrent que dans le village de Van Duc A (commune d'An

Trach, district de Dong Hai, province Bac Lieu) aucun des Il 000 moustiques testés n'était positif

(Erhart et al. 2004, Trung et al. 2004). Un tel contraste avec les années 1960-75, pendant lesquelles

les indices sporozoïtiques atteignaient 0,2 à 2,4%, peut être expliqué par l'augmentation importante

de la densité de vecteurs (jusqu'à 190 piqûres par homme par nuit) (Trung et al. 2004). En effet, une

telle densité peut induire une baisse de longévité du moustique ne permettant pas l'accomplissement

du cycle sporogonique du parasite (Erhart et al. 2004, Trung et al. 2004). Une autre explication est le

déploiement, depuis 1991 au Vietnam, d'un programme de lutte national. Ce programme qui

combine luttes contre le parasite et contre les vecteurs a montré son efficacité en diminuant

significativement les cas de paludisme sur l'ensemble du pays (Erhart et al. 2004, Trung et al. 2004).

EPIDEMIOLOGIE. Le paludisme est instable dans ces régions avec des épidémies à caractère cyclique.

Les épidémies dans le sud ont été cinq fois moins importantes que dans le nord. Entre 1976 et 1994,

229 épidémies ont été recensées dans le sud (70692 cas, 1 516 cas graves et 904 décès), alors que

dans le nord, 1.991 épidémies ont été comptabilisées (331 424 cas, 6 526 graves et 2 817 décès). En

1991, il y eut une résurgence du paludisme avec plus d'un million de cas au Vietnam et environ

5.000 morts. La mortalité causée par le paludisme au Vietnam a été, en 1998, inférieure à 3/1 00 000

(Phan 1998). Le nombre de cas a largement diminué entre 1991 et 2000 et le taux de mortalité est

quasiment nul (MMF 2001).

CONTROLE & RESISTANCE. La lutte antipaludique a commencé au Vietnam dès 1958. Le contrôle du

paludisme passe, depuis 1991, par l'information (Illustration IV-2), le suivi drastique des cas de

paludisme, le traitement des cas, la diminution des densités de vecteurs par pulvérisations

intradomiciliaires et moustiquaires imprégnées. Cette mission a été donnée au système hiérarchisé

de l'Institut National de Malariologie, Parasitologie et Entomologie (NIMPE), aux sub-IMPE et aux

centres de santé des provinces, districts et communes. La diminution des cas de paludisme est la

preuve de la grande efficacité de ce système dans le cas de paludisme instable. Cependant, des

résistances de P. falciparum à la chloroquine et à la sulfoxine-pyrimethamine ont été détectés dans

les provinces de Soc Trang, Tien Giang et Ho Chi Minh (MMF 2001). Phan (1998) présente An.

sundaicus comme résistant au DDT dans les zones côtières, les autres vecteurs sont sensibles.
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A l'heure actuelle peu de cas de paludisme sont recensés dans le sud Vietnam (Vo Thi Long comm.

Pers., Erhart et al. 2004). Cependant, An. sundaicus peut toujours être considéré comme une menace.

En effet, ce vecteur est connu pour être impl iqué dans des épidémies (Sen 1938, Nagpal and Kalra

1997, Phan 1998) ce qui demande le maintien de la survei Ilance.

Illustration IV-2 : exemple d'affichage pour la prévention du paludisme dans le sud Vietnam

PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

Les caractéristiques environnementales d'An. sundaicus ont déjà été décrites dans la littérature (voir

Article 1). Cependant, il était nécessaire de vérifier et de préciser, sur un grand nombre de sites, les

données écologiques concernant An. sundaicus au sud Vietnam. Ce travail de terrain m'a permis

d'analyser des paramètres environnementaux et entomologiques, nécessaires pour mieux

comprendre ce vecteur.

Nous nous sommes donc focal isés sur deux questions inhérentes à An. sundaicus :

(i) Quels sont les paramètres environnementaux qui caractérisent la présence d'An. sundaicus au sud

Vietnam?

(ii) Quelles sont les caractéristiques comportementales et le statut de résistance d'An. sundaicus aux

insecticides?

Les objectifs finaux de cette étude sont de :

(i) pouvoir prédire la présence du vecteur

(ii) pouvoir développer des stratégies de lutte antivectorielle efficaces contre An. sundaicus.
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PA TlE IV. CA ACTE ISATION D'AN. SUNDA/CUSS.L. AU SUD-VIETNAM

CHAPITRE 2 • METHODOLOGIE

SITES ET COLLECTES ENTOMOLOGIQUES

Dix-huit sites ont été sélectionnés dans la région au sud de la province d'Ho Chi Minh (Table IV-4,

Figure IV-4), Le NIMPE I y a fait des campagnes de collectes d'adultes afin d'évaluer le niveau de

résistance aux insecticides des anophèles. Toute la faune anophélienne a été capturée lors de ces

collectes faites sur appât humain à l'intérieur (IH) et à l'extérieur (OH) des maisons, sur bovin à

l'extérieur (OC) ou le matin dans les lieux de repos des anophèles dans les maisons (RMI). Les

collectes ont eu lieu sur une semaine environ (Annexe 4). Les collectes sur humain ont toujours été

faites pour tous les sites, alors que les deux autres types n'ont pas été systématique (Table IV-I). Ces

collectes ont été faites dans deux maisons entre 19h00 et 1hOO et le nombre de moustiques collectés

comptabilisé heure par heure. Deux campagnes ont eu lieu, l'une en avril-mai 2003 au moment du

pic de densité d'An. sundaicus et l'autre en novembre 2003. Certains sites sont communs aux deux

collectes (Table IV-2).

Des collectes additionnelles de larves ont été faites autour des villages lors de la missron de

caractérisation de l'environnement en novembre et décembre 2003. Le but était de définir les

caractéristiques des gîtes propices au développement des stades immatures d'An. sundaicus.

Figure IV-4 :
répartition des sites
d'étude dans les
provinces du sud
Vietnam. Les sites
sont identifiés par leur
code village (Table
IV-l).
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1 National Institute of Malariology,Parasitology and Entomology
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CODE COORDONNEES PROVINCE DISTRICT COMMlJNE VILLAGE
VBLA N9°22'13.4" EIOso48'39.8" Bac Lieu Vinh Loi Hung Thanh Gia Hoi
VBLB* N9°11'OI.0" EIOsoI8'12.4" Bac Lieu DongHai An Trach Van Duc A
VBTA NIoo09'S7.S6" EI06°4S'39.17" Ben Tre Binh Dai Thua Duc Thua Long
VBTB N9°S1'42.07" EI06°38'04.7" Ben Tre Thanh Phu Thanh Phong Thanh Phuoc
VCMA N9°14'47.04" EIOSOO4'24.SS" Ca Mau lJ Minh Khanh An Ap4
VCMB NsoSl'SS.OS" EIOsoO'SI.4" Ca Mau Cai Nuoc Tran Thoi My Hung
VCMC N8°S4'3û66" Elûsoû4'1988" Ca Mau Cal Nuoc Dong Thol BaoTron

VCMD N9°ûl'224" Elûso18'37 S" Ca Mau Dam 001 Tan Thuan Thuan Hoa

VHCA* NIoo34'17.7" EI06°4S'SI.S" Ho Chi Minh Can Gio An Thoi Dong An Dong
VUCB NIoo37'OS.04" EI06°S1 '21.0" Ho Chi Minh Can Gio Tarn Thon Hiep Tran Hung Dao
VKGA N9°36'S4.9 EIOso02'29.2" Kien Giang An Minh An Minh Bac An Thanh
VKGB N9°32'47.66" EIOso09'3.21" Kien Giang Vinh Tuan Minh Tuan Minh Kien
VLAA NIoo29'S3.7" EI06°42'33.9" Long An Can Duoc Long Huu Dong Long Ninh
VLAB NIoo36'29.3" EI06°40'40.3" Long An Can Giuoc Phuoc Lai Tan Thanh
VSTA N9°2û'46 S Elû6°ûl'13.4" Soc Trang Vinh Chau Vinh Chau Dai Rung
VTGA NIooI6'SS.2" EI06°46'06.9" Tien Giang Go Cong Dong Tan Thanh Cau Muong
VTGB NIoo24'3S.4" EI06°3S'12.6" Tien Giang Go Cong Tay Binh Phu Tho Khuong
VTVA N9°42'476" Elû6°31'lûS" TraVmh Du enHai Lon Huu A Il

Table IV-l : code village" coordonnées et position administrative des villages étudiés. Les sites en gras
sont ceux visités au mois d'avril, ceux signalisés avec * ont été visités en avril et en octobre, et ceux en
écriture normale ont été visités uniquement au mois d'octobre.

-< 0:1 -< 0:1 -< 0:1 U Cl -< 0:1 -< 0:1 -< 0:1 -< -< 0:1 -<
.....:l .....:l f- f- ~ ~ ~ ~ U U Ci Ci -< -< f- Ci Ci >-
0:1 0:1 0:1 0:1 U U U u ::r: ::r: ~ ~ .....:l .....:l r:I'J f- f- f-

IH X X(X)X X X X X X X(X)X X X X X X X X X

OH X X(X)X X X X X X X(X)X X X X X X X X X

OC X (X) X X (X) X X X X X X X

RMI X X X X X X X X X(X) X X X X X X X X

Table IV-2 : méthodes de collecte utilisées en fonction des sites. Les cases cochées entre parenthèses
indiquent la méthode pour la seconde collecte entomologique de ce site. (IH: collecte intérieure sur
homme; OH collecte extérieure sur homme; OC collecte extérieure sur bétail; RMI collecte
intérieure de faune résiduelle)

TESTS DE RESISTANCE AUX INSECTICIDES

Les bioessais ont été réalisés avec les insecticides suivants, DDT 4%, Alpha-Cypennethrine

30mg/m2
, Lambda-cyhalothrine 0,05% et Perméthrine 0,75%. Cinq répétitions ont été faites par test

et environ 20 moustiques testés par répétition. Nous exposerons ici les résultats de ces tests pour les

sites de VBLA, VBLB, VBTA, VBTB, VCMA, VCMB, VHCA, VHCB, VLAA, VLAB et VKGA.

Ces sites ont été prospectés en avril 2003 et les résultats ont été contrôlés. Les données des autres

sites sont en cours de traitements dans le cadre du projet. Une population est considérée comme

résistante lorsque plus de 80% des individus testés survivent au test. Les deux types de données

brutes, collectes et essais, ont été saisis en double aveugle dans deux bases de données ACCESS.

1 les codes villages sont composés (1) du code pays, V pour le Vietnam (2) du code province (e g BL pour Bac LIeu) et (3) du numéro
du Village A, B,C ou D
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CARACTERISA'rION DE L'ENVIRONNEMENT SUR LE TERRAIN ET EX'rRAPOLA110N AUX 100 KM 2

La caractérisation environnementale a été effectuée autour de 14 des 18 sites au cours d'une mission

de trois semaines sur le terrain de l'équipe IRD en collaboration avec le NIMPE, le Sub-IMPE d'Ho

Chi Minh et l'Institut de Géographie de Hanoi. Les sites correspondent aux villages prospectés lors

du pic de densité d'An. sundaicus durant le mois d'avril (fin de saison sèche). Nos observations de

l'environnement ont été faites en début de saison sèche (novembre/décembre). Comme nous l'avons

vu, le climat est homogène et il n'y avait pas de réel changement de la végétation entre les saisons.

Les caractéristiques observées sont les suivantes:

1. Utilisation des sols (le long de la route empruntée et sur site)

-Forêt (Mangrove)

-Agriculture

Pérenne (bananier, cocotier)

Annuelle (riz, canne à sucre, arachide, piment...)

-Aquaculture (poissons, crevettes)

2. Gîtes larvaires à proximité des sites d'études

-Végétation des gîtes larvaires

-Plantes aquatiques émergées, immergées

-Algues flottantes, immergées, filamenteuses

3. Salinité

-Canaux

-Mares

-Bassins d'élevage de crevettes

EXTRAPOLATION. Le vol moyen des anophèles est de 3 à 5 km, ainsi une zone, commune à tous les

sites de 10x10 km, a été définie pour couvrir l'aire de vol des moustiques autour de chaque village.

L'utilisation des sols a été définie sur la base d'observation de terrain et extrapolée à toute zone

10x10 km par analyse d'images satellites. Deux types d'image ont été utilisés : des images

LANDSAT ETM+ avec pour composition colorée R=4 G=5 B=2 et fusion du canal panchromatique

(à 15m), et des images SPOT 5 (à IOm) ou XS (Annexe 3). Ces images ont été utilisées comme

cartes sur le terrain en complément des cartes topographiques (1/50 000) et du GPS (Global

Postionning System, Etrex Vista) pour localiser précisément la longitude et latitude des villages

d'étude. L'observation de l'environnement permet de déterminer l'origine de la signature spectrale

de chaque élément sur les images. L'extrapolation peut alors être faite à la zone 10xIO km. Grâce

aux observations acquises dans 14 sites, nous avons pu déterminer l'utilisation des sols dans les

quatre autres sites où seules les enquêtes entomologiques avaient été faites au mois d'octobre

(VCMC, VCMD, VSTA, VTVA) (Annexe 4).
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Le résultat de cette extrapolation a été intégré dans une couche d'utilisation des sols, générée et

insérée dans le système d'information géographique développé sous logiciel ARCGIS (ESRI). Les

superficies en km2 peuvent ainsi être calculées.

CORRELATION SURFACES/DENSITES DE VECTEURS. L'hypothèse de départ est basée sur l'observation de

terrain d'un fort lien entre la surface des fermes d'élevage de crevettes et la densité d'An. sundaicus.

Dans le but de déterminer si une corrélation significative existe, nous avons fait un test entre la

superficie des bassins et la densité de vecteurs au mois d'avril 2003 dans les 14 sites d'étude par le

test de corrélation de Spearman dans Xlstat 7.1 au seuil 0,05 (Addinsoft).

Encadré IV-3 : Système d'Information Géographique

Un Système d'Information Géographique (SIG) est une base de données géoreférencées, qui
permet de cartographier, et de faire des analyses spatiales, par croisement des données. Cette
base de données est composée de couches d'information géoréférencées. Deux types de données
composent ces couches. Les données rasters ont pour unité de base le pixel, ce sont
essentiellement des images (satellite, photo, carte). Les données de type vecteur sont des
polygones, des lignes, des points. Ces dernières sont reliées à des tables attributaires contenant
leurs caractéristiques. Dans l'étude des maladies, cet outil tend à être de plus en plus utilisé pour
cartographier, entre autres, la distribution des vecteurs, la distribution et l'évolution des cas, les
caractéristiques environnementales afin de déterminer les zones à risque et de développer des
systèmes de suivi, d'alerte ou de prédiction (Rogers and Williams 1993, Kitron et al. 1994, Sabesan
et al. 2000, Rakotomanana et al. 2001, Sithiprasasna et al. 2003, Srivastava and Nagpal 2004).

DEVELOPPEMENT DU SIG

Le SIG (Encadré IV-3) développé dans le cadre du projet MALVECASIA, est composé de deux

niveaux. Le niveau 1 est à l'échelle 11500000. Il couvre les trois pays (Cambodge, Laos et Vietnam)

et comporte des couches de données sur la topologie, le découpage administratif, le climat, les

données météorologiques, les zones écogéographiques, l'occupation des sols et la localisation des

100 sites réparties dans les trois pays (20 au Cambodge, 20 au Laos et 60 au Vietnam). Le niveau 2

est actuellement focalisé sur les 60 sites répartis dans tout le Vietnam à l'échelle 1150 000. L'étude

d'An. sundaicus se situe à ce niveau au sud Vietnam. La structure et les liaisons du SIG niveau 2

sont présentées dans la Figure IV-5 et les données utilisées sont comme suit:

1. Données géoréférencées (UTM WGS84)

-Fond de carte province, district et commune (Données vecteurs)

-Images satellites et cartes topologiques sur une surface de 100 km2 autour du village étudié

(Données rasters)

-Positionnement des villages et la table attributaire qui les caractérise, rivières et routes (Données

vecteurs)

-Utilisation des sols (identifiée à partir des images satellites) (Données vecteurs)
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2. Données stockées dan s la base ACCESS

-Données entomolog iques

-Résultats des bioessais de test de résistance

-Surface de l'ut ilisation des so ls

-Sa lin ité

-M été orologie

Données de terrain

Base de données brutes

Collectes
entomologiques Bioessais

Requêt es

I
Enlomo. Avril. 2DD3
Entomo. Oct.2DD3

rl
1

Requête/calculs
1

V
Base de données

Tab les
Code village
Entomologie
Entomo. Avr il. 20113

r--------'( 1 En/omu .Oc,.211113

Salinité
Résistance
Agricuiture. - - - - +-- - - - - - - - -#- - -,

r-- Météorologie

XLStat

Tests de
Cor rélation

.....

"o."
~
c,
E
'".<:
c
2

a ArcOIS

Villages
Code village
Coordonnées latitude/longitude

---"0. Coordonnées administratives
- ........ Données météorologiques

Carte topologique
Im age satellite
Utilisatio n des sols
Densit é des Anophèles/site

Collecte sur Humain ( IH, OH)
Collecte sur bétail (OC)
Collecte de faune résiduelle (RMI)

Ali. sundaicus
Densité par méthode de collecte (oct/av ril)
Endophilie/exophilie (oct/a vril)
Résistance (pour chaque insecticide)

Figure IV-S : articulation du SIG autour des collectes de terrain jusqu'à l'utilisation dans le SIC
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Les données brutes collectées sur le terrain ont été saisies dans des bases ACCESS, à partir

desquelles des requêtes de calculs ont été faites et dont les tables de résultats peuvent être insérées

dans notre base ACCESS de données du SIG.

Le positionnement des villages à l'aide d'un GPS et la couche de données vecteurs les représentant

dans ARCGIS (ESRI) a pour table attributaire: les codes village, le positionnement du village par

coordonnées et références administratives, des données météorologiques, ainsi que les références des

cartes topographiques et des images satellites de chaque site. Grâce au code village, des données

provenant de la table ACCESS (Figure IV-5), peuvent être jointes dans le SIG. Des données

complémentaires de météorologie pour toutes les stations du Vietnam et par mois peuvent être

jointes à la table village par le champ "station". On peut ainsi représenter les différentes données

spatialement. Le logiciel ARCGIS (ESRI) nous a aussi permis de réaliser la table « surface

agricole» en créant pour chaque site une couche de données de type vecteur représentant

l'utilisation des sols à partir d'image satellite (raster) et nous permettant de calculer les superficies de

chaque classe d'occupation des sols.
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A ns IV. CARACTERISATION D'AN. SUNDA/CUSS.L. AU SUD·VIETNAM

CHAPITRE 3· ENVIRONNEMENT, BIOLOGIE ET RESISTANCE

DIVERSITE ET DENSITE ANOPHELIENNE

Un total de 9 espèces a été collecté sur les 18 sites prospectés au sud Vietnam:

An. barbirostris

An. campes tris

An. indefinitus

An. subpictus vecteur secondaire

An. sundaicus vecteur principal

An. tessel/atus vecteur secondaire

An. nimpe

An. sinensis

vecteur secondaire

vecteur secondaire

An. vagus vecteur secondaire

An. sundaicus est majoritaire dans 16 des 18 sites sur appât humain et quelque soit la saison (Figures

IV-7, IV-8, IV-9, IV-IO) . Il était absent du site VKGB (collecte avril /mai 2003) et en faible densité à

VTGB (avril /mai 2003). Aux mois d'octobre/novembre, An. sundaicus est toujours majoritaire mais

la densité relative d'An. nimpe par rapport à celle d'An. sundaicus est plus importante qu'au mois

d'avril. Anopheles sundaicus est largement collecté sur appât humain (Figures IV-7 , IV-8, IV-9, IV­

10, IV-II, IV-12) et en faune résiduelle (RMI) (Annexe 5). Les densités d'An. sundaicus sur appât

humain sont comprises entre 0 et 156,81 moustiques par nuit et par homme (Annexe 4). Elle est

l'unique espèce dans les sites VCMA, VCMB, VCMD, VLAB (Figures IV-7, IV-8 , IV-9, IV-IO).

Les espèces secondaires énoncés par Phan (1998), ont été collectées excepté An. aconitus.

Cependant, ces espèces sont en faible densité comparée à An. sundaicus.

--- - An Gleng

Figure IV-6 : répartition des
sites d'étude dans les
provinces du sud Vietnam.
Les sites sont identifiés par
leur code village (Table IV­
2). Les rectangles
représentent le découpage
réalisé pour les cartes
présentées ci-après
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Figure IV-7 (en haut) : proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes (nombre de
moustiques capturés par maison par nuit) capturées sur appât humain en avril/mai 2003 incluant les
densités d'Ail. sundalcus.
Figure IV-S (en bas) : proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes capturées sur appât
humain en avril/mai 2003 n'incluant pas les densités d'Ail. sunduicus
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Figure IV-9 (en haut) : proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes capturées sur
appât humain en octobre/novembre 2003 incluant les densités d'An. sundaicus
Figure IV-10 (en bas) : proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes capturées sur
appât humain en octobre/novembre 2003 n'incluant pas les densités d'An. sundaicus
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Figure IV-II: proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes capturées sur bétail en
avril/mai 2003 (nombre de moustiques capturés par maison par nuit)
Figure IV-12 : proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes capturées sur bétail en
octobre/novembre 2003 (nombre de moustiques capturés par maison par nuit)
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COMPORTEMENT TROPHIQUE D'AN. SUNDA/{US AU SUD VIETNAM

Anopheles sunda icus est majoritairement anthropophile (Figure IY-14et IY-15). JI est zoophile dans

les sites de YBLA, YHCB, YKGB et YTGB en avril 2003 et YHCA en octobre 2003.

Anopheles sundaicus est endophage ou exophage sur appât humain selon les sites (Figure IY-13). Il

pique à l'intérieur des habitations avec un pourcentage supérieur à 50% dans la province de Ca Mau

à "extrême sud du Vietnam (YCMA, YCMB, YCMC et YCMD) et d'Ho Chi Minh (YHCA). II

pique à l'intérieur entre 30% et 50% dans les provinces de Bac Lieu (YBLA et YBLB), de Ben Tre

(YBTA etYBTB), de Ho Chi Minh (YHCA) et de Kien Giang (YKGA).

Enfin, les femelles piquent préférentiellement entre 22h et 23h .

.~.

V .MA•

o 15 30- - 60

Légende

Pourcentage d·AII. sundaicns piquant
des humains Il l'inférieur des maisons

• 0·10 %

• 10-20 %

20-30 %

d.,.· ... ) 30·40%

40·50%

"IG:- • 50·60%

1~ "/f' • >60%

Figure IV-13 : pourcentage d'An . sundaicus piquant les hommes à l'intérieur des maisons selon le
calcul (densité d'An. sundaicus / homme / nuit à l'intérieur )/(densité d'An. sundaicus / homme / nuit
à J'intérieur + de densité d'Ali. sundaicus / homme / nuit à J'extérieur)
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Figure IV-14 (en haut): proportions relatives de la densité d'An. sundaicus capturées sur appât
humain et de la densité d'An. sundaicus capturées sur bétail en avril/mai 2003
Figure IV-15 (en bas) : proportions relatives de la densité d'An. sundaicus capturées sur appât
humain et de la densité d'An. sundaicus capturées sur bétail en octobre/novembre 2003.
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CARACTERISATION ENVIRONNEMENTALE D' AN. SUNDA/CUS DANS LE SUD'

Les observations et résultats présentés dans ce paragraphe feront l'objet d'une publication: Dusfour
J. et al. 1mpact of shrimp farm development on An. sundaicus density and malaria cases in Southern
Vietnam. in preparation.

Les 18 sites d'étude se situent dans les zones soit à eau saumâtre dominante, soit à eau douce

dominante soit des marécages, telles qu'elles ont été décrites dans le niveau 1 du SIG du projet

MALVECASIA. La Figure IV-16 représente la position des sites. La zone d'influence de la marée

s'étend largement à l'intérieur des terres (30 à 40 km) et touche la plupart des sites. Seuls les sites de

VCMA, VLAB, VKGA, VKGB et VTGB sont en limite ou hors de l'influence des marées (Figure

IV-15).
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Figure IV-16 : localisation des 18 sites d'étude dans les zones écogéographiques du sud Vietnam. Les
sites cerclés d'orange sont en limite ou hors de l'innuence des marées.
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maraîchère et légumière. Enfin, les sites VLAA et VLAB présentent une alternance de riziculture et

fermes de crevettes selon les saisons, en plus de la riziculture classique.
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Table IV-3 : caractéristiques environnementales des sites visités. B=bananier, C=cocotier, E=eucalyptus,
F=arbres fruitiers, FC=ferme de crevettes, AP=culture annuelle/pluriannuelle, M=mangrove, R=rizière,
Rt=reforestation

Salinité et influence de la mer. La salinité de l'eau a été mesurée en g/l. Une eau dont la salinité est

inférieure à O,5g/l, est douce, alors que celle de l'eau de mer est aux environs de 35g/1. Entre ces

deux valeurs, l'eau est considérée comme saumâtre. Les prélèvements ont été effectués en début de

saison sèche. On constate que VHCA, VBLB et VCMB ont des salinités proches de celles de l'eau

de mer. La salinité dans les sites VKGA, VKGB et VTGB est proche de l'eau douce. La variation de

densité d'An. sundaicus au cours de l'année est corrélée à la variation de la salinité (Phan 1998). La
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proximité des fermes d'élevage de crevettes (l km) du site VKGA explique la présence d'An.

sundaicus, en l'absence d'eau saumâtre tout au long de l'année dans ce site (zone écogéographique

de marécage). La distance de 10 km entre le site de VKGB et les fermes d'élevage de crevettes ainsi

que J'absence d'eau saumâtre tout au long de J'année (zone écogéographique à dominante d'eau

douce) peut expliquer l'absence d'An. sundaicus. Par ailleurs, les mois de novembre et décembre

sont des mois de faible densité d'An. sundaicus et de faibles valeurs de salinité alors que le pic de

densité de cette espèce est en avril/mai qui est aussi une période de haute salinité. Cette observation

explique la présence d'eau douce à VTGB en novembre/décembre et la présence d'An. sundaicus en

avril (fin de la saison sèche) dans ce site influencé saisonnièrement par les marées. Les autres sites

possèdent de l'eau saumâtre. Les sites visités peuvent être classés en en fonction de l'influence des

marées: permanente, saisonnière ou rare (Table IV-3). Cette influence est corrélée à la distance

entre le site et la mer, et en relation avec la gestion de l'eau qui influe sur la facilité de pénétration de

l'eau dans les terres.

Gîtes larvaires. L'élevage de crevettes est très présent dans les sites où An. sundaicus a été collecté.

Mais, il est absent dans le site VKGB où An. sundaicus est absent. Ce site n'est pas sous influence

de la marée. Ces observations vont dans le sens des observations précédentes de fort lien entre les

bassins de crevettes et la présence d'An. sundaicus. En effet, An. sundaicus est connu pour être lié à

des bassins ou des mares naturelles contenant de l'eau saumâtre, très ensoleillés avec une végétation

immergée et/ou émergente et la présence indispensable d'algues filamenteuses flottantes, ce qui

correspond à la description de la majorité des bassins d'élevage de crevettes. La collecte des larves

dans les bassins d'élevage de crevettes nous a permis de confirmer, après identification des adultes

émergents, que ces bassins sont propices à An. sundaicus. Les éléments indispensables à sa présence

sont les algues filamenteuses flottantes dans lesquelles les larves se nourrissent et se protègent, et un

grand ensoleillement. Les bassins sont de tailles différentes, mais la profondeur est faible variant de

30 cm aux environs de 1 m. La majorité des gîtes larvaires étaient des bassins d'élevage de crevettes.

Seule une mare naturelle à Can Gio (province d'Ho Chi Minh) correspondant aux critères cités ci­

dessus, hébergeait aussi des larves d'An. sundaicus.

Conclusions. Anopheles sundaicus est associé à différents environnements dans lesquels la présence

de bassins d'élevage de crevettes est une constante. L'observation des bassins d'élevage de crevettes

et les collectes de stades immatures menées en novembre/décembre, ont permis de confirmer que ces

bassins procurent des gîtes propices aux larves d'An. sundaicus lorsqu'ils ont des algues

filamenteuses flottantes et sont ensoleillés.
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CARAc'rÉRISATION DES SOLS AUTOUR DES VILLAGES - UTILISA'I'ION DE LA 'rÉLÉDÉnCnON

D'après les observations de l'environnement autour du village et son positionnement sur les images

satellites, une extrapolation manuelle de l'utilisation des sols a été faite sur une zone de 1OX 10 km

autour du village. Les bassins d'élevage sont faciles à identifier par observation directe grâce à leur

forme caractéristique. L'automatisation de la classification de l'image raster n'a pas été possible par

l'utilisation directe d'ARCGIS. La similitude entre une rizière en eau dont la forme est carrée et de

couleur bleue et des bassins d'élevage de crevettes également bleus mais rectangulaires n'a pas

permis une distinction automatisée fiable.

D'une façon générale, la végétation a une signature spectrale rouge (camaïeu de rouge selon la

végétation), les sols nus sont blancs (maisons, terrains non cultivés) et l'eau apparaît bleue. La

reconnaissance manuelle a été plus aisée que des traitements automatisés de l'image d'autant que les

rizières, par exemple, peuvent apparaître blanches (à sec), bleues (en eau) ou rouges (végétation en

croissance) (Annexe 4).

Après création des couches de type vecteur reflétant l'occupation des sols autour de chaque site, les

superficies de chacune des classes ont pu être calculées (Annexe 4). Les surfaces agricoles ont été

obtenues pour chacun des 18 sites comme décrits dans la Table IV-4.

densité d'An.

Code Village
sundaicus Fermes Fermes riz Mangrove

Mangrove Riz
Cultures Cultures

collecté sur de crevettes et Crevettes déforestée pérennes mixtes
homme

VBLA 20,25 23,49 0 0 0 57 0 0
VBLB 49,9 64,86 16,88 0 0 0 0 0
VBTA 75,63 37,301 0 16,7 0 0 0 5,829
VBTB 37,61 54,56 0 2,17 18,01 0 0 15,75
VCMA 40,25 66,165 0 0 0 0 0 58
VCMB 35 72,32 0 0 0 0 0 0
VCMC 156,81 78,18 0 0 0 0 0 0
VCMD 143,98 83,31 0 0 0 0 0 0
VHCA 106,16 42,62 0 41,25 25,47 0 0 0
VHCB 17,94 8,37 0 79,43 2,933 0 14,42 47,66
VKGA 31,25 17,93 0 26,88 0 0 0 54,48
VKGB 0 4,49 0 7,69 0 0 0 5.55
VLAB 39,18 26,51 1,6 0 2,08 31,39 0 0
VLAA 26 0 45,89 0 0 38,47 0 0
VSTA 43,65 42,36 0 0 4,11 26,56 0 0,382

VTGA Il,71 9,66 0 0 4,11 26,56 0 0,382
VTGB 0,16 9,624 5,02 0 0,212 73,2 0 0
VTVA 42,26 32,67 0 0 1,98 0 0 15,2

Table IV-4 : surfaces agricoles en km' des 100 km' autour de chaque site et densité collectée sur
appât humain en avril-mai et octobre 2003 pour les sites VCMC, VCMD, VSTA et VTVA (nombre
de moustiques / homme / nuit).
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IMPACT DES FERMES D'ÉLEVAGE DE CREVETTES SUR LA DENSITÉ D'AN. SUNDAICUS

A partir des surfaces de chaque classe d'utilisation des sols (Table IV-4) et des densités d'An.

sundaicus capturés sur homme, nous avons pu confirmer que les densités d'An. sundaicus sont

corrélées à la surface de bassins d'élevage de crevettes dans une surface de 100 km2 autour du village

où les collectes ont été faites. Le coefficient de corrélation de Spearman entre ces deux variables est

de 0,736 et il est hautement significatif (p=0,003<0,05), alors qu'il ne l'est pas pour les tests

effectués entre la densité et les autres catégories d'utilisation des sols (Table IV-5).

Surface km2

Coefficient de
Spearman

Significativité
(0.05)

Fermes de
crevettes

0,736

0,003

Fermes riz et
crevettes

-0,006

0,985

Rizières

-0,331

0,248

Mangroves
déforestées

0,122

0,679

Mangroves

0,034

0,908

Cultures

-0,068

0,817

Table IV-S : résultat du test de corrélation de Spearman entre la densité d'An. sundaicus et les
surfaces agricoles. La valeur significative est en gras.
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RESISTANCE

Les résultats des tests de résistance présentés ici ont été faits dans 11 des 18 sites où An. sundaicus a

été collecté en avril 2003 en nombre suffisant pour effectuer les bioessais. Aucune population d'An.

sundaicus n'a été reportée résistante pour cette période. Le nombre d'individus résistants au DDT

4% est très faible et localisé dans les provinces de Ben Tre et d'Ho Chi Minh (Figure IV-14a). Les

tests de résistance effectués avec les pyréthrinoïdes, montrent que le pourcentage d'individus

résistants est plus élevé et réparti dans tous les sites d'étude (Figure IV-14b, c et d). Le pourcentage

n'est cependant pas supérieur au seuil critique de 80% qui serait l'indicateur de populations

résistantes. La résistance d'An. sundaicus dans ces sites doit être surveillée. Ce constat est inquiétant

puisque les pyréthrinoïdes sont les insecticides les plus utilisés en santé publique et que les

populations résistantes semblent être en cours d'expansion.
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Figure IV-18: proportions relatives d'An. sundaicus sensibles (gris clair) et résistants (gris foncé) au
DDT 4% (a), à la permethrine 0,75% (b), à la lambda-cyhalothrine 0,05% (c) et à l'alpha­
cyperméthrine 30 mg/ml (d).
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PARTIE IV. CARACTERISATION D'AN. SUNIJA/(USS.L. AU SUD·VIETNAM

CHAPITRE 4· APPLICATIONS, DISCUSSION ET PERSPECTIVES

CARACTERISTIQUES ENVIRONNEMENTALES ET PRESENCE D'AN. SUNDA/(US

Anopheles sundaicus a été collecté en fortes densités lors de notre étude en avril et octobre 2003,

même hors des périodes connues de pic de densité (avril-mai). Comme nous l'avons montré, cette

espèce est fortement liée aux bassins d'élevage de crevettes. Les caractéristiques générales et

constantes des gîtes larvaires sont des étendues d'eau stagnante, avec une fourchette de salinité allant

de l'eau saumàtre à des concentrations plus élevées que l'eau de mer, contenant des algues

filamenteuses flottantes, et exposé à un fort ensoleillement. Déterminer la présence d'An. sundaicus

passe par le recoupement des caractéristiques générales des sites prospectées au sud Vietnam avec

l'aire d'influence de la mer et les zones de rétention d'eau saumâtre. La création des gîtes larvaires

est favorisée par des zones où le drainage et le lessivage ne sont pas trop importants afin de retenir

l'eau. Le développement d'un SIG mené par le Malaria Research Center (Srivastava and Nagpal

2004) en Inde, à partir des données récoltées sur les îles Andaman et Nicobar, a d'ailleurs relevé

qu'une pluviométrie supérieure à 1 600 mm n'était pas favorable àAn. sundaicus. Dans noIre cas, un

premier test a été effectué à l'échelle du Vietnam où la distribution d'An. sundaicus est relativement

bien décrite. Dt:ux types critères ont été pris en compte, climatiques et de zones sous influence des

marées. Le recoupement de la zone climatique où la température moyenne annuelle est supérieure à

25°C, la saison des pluies dure 6 à 7 mois, la différence de température journalière est entre 5° et

7°C et la saison sèche est supérieure à 3 mois, avec la région de la plaine sous influence d'eau

saumâtre ou mangrove (déforestée ou non), correspond à la distribution des zones inondées du sud

Vietnam (analyse des images satellites) et à la zone de distribution. Ce recoupement exclut certaines

régions comme le delta du Fleuve Rouge, au nord du Vietnam, où An. sundaicus est absent. La zone

résultante de ce recoupement se situe sur la côte de la province de Vung Tau jusqu'à la province de

Kien Giang (Figure IV-18). Cependant, elle ne correspond pas tout à fait à celle décrite par Phan

(1998) qui s'étend en-dessous du Il ème parallèle (au sud de Phan Thiet). La zone entre Vung Tau et

Phan Thiet ne comporte pas de zone d'eau saumâtre comme plus au sud, mais plutôt des dunes

(résultat SIG Niveau l) et aucune zone inondée n'a été observée sur les images satellites. La

confirmation sur le terrain de tels critères pour prédire la présence du vecteur est nécessaire. De plus,

la distribution obtenue a été basée sur des paramètres décrit à une échelle 1/500 000 sur l'ensemble

du Vietnam, une première précision d'ordre écologique à une échelle plus fine, le long de la côte, est

une étape obligatoire pour améliorer cette méthode de prédiction. Ensuite, l'inclusion de sites pour

lesquels An. sundaicus est présent, mais l'aquaculture absente, sera indispensable afin de déterminer

les caractéristiques de gîtes larvaires naturels et leur possible visualisation par télédétection.
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COMPORTEMENT ET STATUT DE RESISTANCE

Le nombre de cas de paludisme dans le sud Vietnam a régulièrement diminué depuis les années 90s

(Phan 1998, Erhart et al. 2004) signe que la maladie est actuellement sous contrôle dans cette région.

Cependant, An. sundaicus, de par ses densités, reste une nuisance domestique et une menace car

impliqué dans des épidémies (Sen 1938, Phan 1977, Nagpal and Kalra 1997). La connaissance

précise et le contrôle de ce vecteur permettra de prévenir toute résurgence du paludisme. Les

collectes effectuées dans le cadre du présent projet ont montré qu'An. sundaicus est majoritairement

anthropophile bien qu'opportuniste (il peut piquer le bétail), et pique essentiellement en milieu de

nuit (22h-23h). De plus, An. sundaicus peut être autant exophage qu'endophage. L'hétérogénéité de

comportement observée dans le sud du Vietnam est caractéristique d'An. sundaicus sur toute sa

distribution (voir Article 1). Lorsqu'il est endophage, la stratégie de prévention est essentiellement

basée sur l'utilisation de moustiquaires imprégnées. Le cas d'exophagie pose d'autres problèmes si

les personnes dorment dehors. En effet, les protections sont plus difficiles à appliquer. Par ailleurs,

étant donné qu'An. sundaicus est aussi collecté dans la faune résiduelle matinale, à l'intérieur des

maisons (Annexe 5), les pulvérisations intradomiciliaires sont indispensables car efficaces. La

couverture insecticide en terme de santé publique à une échelle locale n'est pas encore précisement

connue. Elle permettra, lors de l'obtention de l'information par le projet, de mettre à jour les

relations de causes à effets possibles entre les pulvérisations ou l'utilisation des moustiquaires

imprégnées et les comportements trophiques. Les résultats des tests d'exposition aux insecticides ont

montré qu'aucune population n'était résistante au DDT (4%), mais qu'elles étaient à surveiller en

terme de résistance aux pyréthrinoïdes. Elles doivent être prospectées régulièrement pour évaluer

l'évolution des proportions d'individus résistants.

Une étude plus poussée de ces populations en terme d'utilisation d'insecticide en santé publique et

en agriculture, mais aussi de dynamique des populations pourrait aider à mieux comprendre le

développement et la dispersion de la résistance. Depuis les premières observations en 1954 (Crandell

1954), la résistance d'An. sundaicus au DDT s'est largement répandue sur toute la distribution (voir

Article 1). Le faible nombre de populations aujourd'hui résistantes dans le sud Vietnam, peut être

expliqué par le changement de pression sélective due à l'utilisation de pyréthrinoïdes en agriculture

et à l'arrêt des pulvérisations de DDT il y a une vingtaine d'années au Vietnam. En effet, au sein de

la population il existe, en général, des individus résistants et sensibles à des fréquences aléatoires

(Richter 1992). Lorsqu'une pression de sélection telle que celle produite par le DDT (4%) est

appliquée, ce sont les individus avec la meilleure valeur adaptative (ici les résistants) qui se

reproduisent et dont le nombre augmente. Par contre, lorsque cette pression cesse, les sensibles ont,

en général, une meilleure capacité d'adaptation, et sont donc favorisés: la population redevient peu à

peu sensible (Rosenheim and Tabashnik 1990).
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OUTIL D'AIDE A LA DECISION DANS LE DEVELOPPEMENT DE STRATEGIES DE LunE

Le but du SIG est de développer un outil de prédiction et de surveillance, mais aussi d'aide à la

décision pour cibler les vecteurs et adapter la lutte antivectorielle à la zone concernée. De telles

mesures permettront de limiter les coûts et le développement de la résistance et d'augmenter

l'efficacité des programmes de lutte. Les premières données intégrées dans la base permettent de

tirer des conclusions préliminaires en terme d'orientation stratégique. En effet, la synthèse des

comportements trophiques et de résistances met déjà en évidence certains sites où les stratégies

pourraient être améliorées (Table IV-6). Par exemple, dans le cas où An. sundaicus est endophage,

les données du pourcentage d'individus résistants aideront à prendre des décisions en terme

d'insecticides utilisés. La Table IV-6 synthétise les résultats et met en évidence les sites où plus de

10% de la population est résistante et où An. sundaicus est endopage.

Sites où la collecte de faune
résiduelle matinale a été

ositive

DDT
% survie>10

Permethrine
% survie>10

Alpha-Cypermethrine
%survie>lO

Lambda-cyhalothrine
%survie>lO

VBLA X x
VCMA X X X
~~ X X X
VHCA X X

Table IV-6 : identification des sites où An. sundaicus est endophile et où le statut de résistance est à
surveiller. Les deux sites où An. sundaicus présente un pourcentage de résistants supérieur à 10 pour
les trois pyréthrinoïdes, sont réprésentés en gras.

La synthèse de résultats présentée ici permet de faire une sélection des sites à traiter et de définir

l'insecticide efficace à utiliser contre An. sundaicus. Un effort particulier doit être porté sur la

stratégie de lutte à appliquer et l'insecticide à utiliser dans les sites VCMA et VCMB où les

populations d'An. sundaicus présente un niveau de résistance aux 3 pyréthrinoïdes potentiellement

en cours d'expansion.

PERSPECTIVES

L'étude menée en interaction avec les partenaires vietnamiens a permis d'avoir une vision

d'ensemble, dans le sud du Vietnam, de la biologie, du comportement, de l'écologie et de la

résistance d'An. sundaicus. L'analyse des collectes entomologiques, environnementales et du climat,

a permis de développer une première ébauche de méthode de prédiction de la présence d'An.

sundaicus. L'intégration dans un SIG de données provenant de pays ayant une distribution

hétérogène de ce vecteur sera nécessaire pour fiabiliser cette méthode et pour affiner des facteurs

impliqués dans la présence d'An. sundaicus. L'intégration des insecticides utilisés en agriculture et

en santé publique et de leur concentration permettra de mieux comprendre les effets des insecticides

sur le changement de comportements des anophèles et sur le développement de la résistance. Les

comportements humains, notamment les mouvements de populations, aideront aussi à mieux cibler

la lutte et à mieux comprendre l'origine des épidémies palustres.
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PARTIE V· CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

DE L'ETUDE DU COMPLEXE SUNDAICUS
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Ce travail de thèse rassemble les connaissances les plus exhaustives possibles grâce à une

bibliographie qui se veut la plus complète sur An. sundaicus s.l. Les résultats publiés par

Sukowati et al. en 1996 et 1999 ont été les premières études de génétiques faites sur An. sundaicus

s.l. Auparavant, les études sur cette espèce ne portaient que sur des observations de terrain :

comportement, écologie et capacité vectorielle. Les avancées en génétique, puis en biologie

moléculaire ont permis de mettre en évidence la structuration génétique de ce vecteur. Anopheles

sundaicus s.l. peut donc être décrit aujourd'hui comme un complexe d'au moins trois espèces

allopatriques réparties sur le continent (An. epiroticus), dans le nord de Bornéo (An. sundaicus s.s.)

et sur les îles de Java et Sumatra, Indonésie (An. sundaicus espèce E). Ces espèces ont été mises à

jour par l'analyse de marqueurs moléculaires de l'ADN mitochondrial (COI et Cyt-b) et de l'ADN

ribosomal (ITS2). Cependant, ces résultats ne sont pas en congruence totale avec ceux de

cytogénétique et d'étude isoenzymatique (Sukowati et al. 1996, 1999), ni avec les hypothèses

échafaudées sur des différences écologiques, eau saumâtre et eau douce (Chang Moh Seng et al.

2001). Une telle incongruence s'explique par une différence d'évolution entre les marqueurs (voir

Discussion Partie 1). De plus, An. epiroticus et An. sundaicus espèce E ont un statut que nous avons

qualifié d'incipient. En effet, les marqueurs mitochondriaux ont révélé une différenciation complète

en deux clades alors que le marqueur ribosomal révèle un contact plus récent entre ces deux lignées.

Ces deux espèces demandent à être étudiées plus finement. L'absence de différence morphologique

permet de qualifier les trois espèces du Complexe Sundaicus d'espèces cryptiques, indistinguables

morphologiquement. Le développement d'une méthode d'identification par PCR basée sur les

marqueurs mitochondriaux (Cyt-b et COI), a donc été indispensable. Elle permettra de déterminer le

statut des espèces sur toute la distribution du complexe. L'ajout d'amorces supplémentaires dans la

réaction de PCR multiplexe, pourra être fait dans le cas où de nouvelles espèces seraient

découvertes. Le développement d'une méthode d'identification rapide est d'autant plus important

que le statut moléculaire de la forme cytogénétique D, collectée dans les îles Nicobar en Inde, ainsi

que d'An. sundaicus s.l. dans d'autres zones de sa distribution (les autres îles de l'archipel

indonésien et l'Inde continentale), n'est pas encore établi (Nanda et al. 2004). De plus, une telle

méthode est la base des investigations futures en terme de biologie, de comportement, de capacité

vectorielle et d'environnement au sein du complexe car, actuellement, très peu de données sont

disponibles sur chacune des espèces. Pour le moment, définir les caractéristiques des trois espèces,

revient à recouper les données comportementales, environnementales et de capacité vectorielle

collectées dans les publications et lors de notre étude menée dans le sud Vietnam, avec la

distribution de chacune des trois espèces. Il en ressort que les caractéristiques des gîtes larvaires

d'An. sundaicus sont assez homogènes. L'eau est généralement saumâtre, mais quelques sites d'eau

douce ont été recensés en Indonésie, Malaisie et sur les îles Car Nicobar (Senior-White and Adhikari

1939, Reid 1966, Sukowati et al. 1996, Nagpal and Kalra 1997, Das et al. 1998). Ces gîtes ne sont

pas des lieux préférentiels pour les larves d'An. sundaicus s.l. car, d'une part, ils sont rarement

mentionnés dans la littérature et, d'autre part, cette espèce est peu collectée à l'intérieur des terres où
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le nombre de gîtes d'eau douce est plus important. Comme Nguyen Tang Am en 1993, nous avons

souligné dans ('Article 1 qu'An. sundaicus dispose certainement d'une grande adaptabilité aux

variations de salinité. Enfin, l'eau des bassins est stagnante et l'exposition ensoleillée. Les algues

filamenteuses flottantes sont indispensables et des plantes émergentes sont souvent présentes.

Quelques gîtes inhabituels peuvent également recueillir des larves d'An. sundaicus, tels que des

trous d'eau dans les rochers en bord de mer et sans végétation en Malaisie (Bornéo, site de Lundu)

(Chang Moh Seng et al. 2001). L'observation de l'environnement dans le sud Vietnam confirme ces

caractéristiques générales. Aucun gîte d'eau douce ou de trou de rocher n'y a été observé lors des

missions sur le terrain ou dans la littérature sur le Vietnam. Les particularités de gîtes larvaires,

d'eau douce ou de rocher en bord de mer semblent propres à An. sundaicus s.s. et à An. sundaicus E

pour les gîtes d'eau douce, car aucune donnée n'a été publiée sur de tels environnements sur le

continent. D'une façon générale, l'étroite relation entre le complexe et les bassins d'élevage en eau

saumâtre a, depuis longtemps, été observée pour l'ensemble des trois espèces (Christophers 1933,

Soeparmo and Lair 1954, Soerono et al. 1965, Collins et al. 1979, Nguyen Tang Am et al. 1993, Van

der Brug 1997, Phan 1998). Connaître l'environnement permet donc d'établir des paramètres de

présence ou d'absence pour prévenir et contrôler les zones à risque. L'analyse environnementale

mise œuvre dans le sud du Vietnam (Partie IV) doit être confirmée à une échelle plus vaste,

notamment dans des régions où il n'y a pas d'élevage de crevettes, et améliorée afin de déterminer

les facteurs causant 1'hétérogénéité de la distribution dans certains pays comme le Cambodge

(Mouchet J., comm. pers.) et en Indonésie (Bangs M.J., comm. pers.). En plus, de sa distribution

caractérisée de « patchy », An. sundaicus s.l. a une présence variable en fonction de la saison ou

même d'une année sur l'autre (Reid 1968, Scanlon et al. 1968, Ikemoto et al. 1986, Phan 1998). Ce

phénomène n'a pas été observé au sud Vietnam à cause de la présence continue des gîtes larvaires

que sont les bassins d'élevage de crevettes. Les deux cas de figure, en foyer ou continu, posent

problème dans le contrôle du paludisme. En effet, une distribution hétérogène et changeante limite

une action efficace et ciblée des programmes de lutte antivectorielle. D'autre part, l'augmentation

des surfaces de bassins d'eau saumâtre, contribue au maintien d'une densité considérable de vecteur

potentiel. Sur le continent, plus particulièrement au Vietnam et en Thaïlande, les taux sporozoïtiques

relevés chez An. sundaicus s.l. sont très bas si bien qu'il est désormais considéré comme un vecteur

secondaire. Les taux les plus récents sont de 0 à Van Duc A, province de Bac Lieu, Vietnam en 1998

(Trung et al. 2004) et dans la province de Koh Kong, Cambodge (Sochanta T., comm. Pers.). Sur

Sumatra, en Indonésie, le taux sporozoïtique en 2002 est plus élevé et se situe à 1,2% (Fryauff et al.

2002). Cette différence pourrait être considérée comme spécifique à deux espèces cryptiques.

Cependant, la transmission sur le continent a essentiellement diminué depuis le début des

programmes de lutte, en 1991 pour le Vietnam (Phan 1998, Erhart et al. 2004, Trung et al. 2004). A

l'évidence, l'absence de transmission d'agents du paludisme par An. sundaicus serait due à une

interruption du cycle sporogonique grâce à un programme de lutte efficace par diminution de la

longévité du moustique ou par élimination du parasite du cycle de transmission. Une hypothèse
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alternative proposée pour le sud Vietnam suppose que la trop forte densité d'An. sundaicus due à

l'augmentation des étendues d'eau saumâtre provoquerait une compétition entre individus qui

diminuerait la longévité du moustique et empêcherait ainsi le cycle sporogonique de se faire

complètement (Trung et al. 2004). Cette hypothèse reste à vérifier. La menace réelle de l'expansion

des fermes d'élevage de crevettes se situe donc dans des régions où An. sundaicus s.l. est présent,

mais où les programmes de contrôle du paludisme ne sont pas aussi efficaces qu'en Thaïlande et au

Vietnam, en attendant que l'enrichissement de ces régions permettent un programme de lutte

efficace.

Les premières stratégies de lutte antivectorielle dirigées contre An. sundaicus ont commencé dans les

années 50s par pulvérisations intra-domiciliaires de DDT. Des stratégies de lutte biologique ont

aussi été tentées dès les années 50s (Soeparmo and Lair 1954) face au développement de la

résistance aux insecticides (Crandell 1954) et après observation de la biologie de ce moustique. La

couverture des bassins d'élevage en eau saumâtre ou encore la limitation de l'entrée de la mer à

l'intérieur des terres a été utilisée (Iyenger 1945, Soeparmo and Lair 1954, Sandosham and Thomas

1983, Kirnowardoyo 1988, Takagi et al. 1995). Cependant, la mise en place de telles pratiques est

fastidieuse et onéreuse, face à l'essor de l'élevage de crevettes, elles ne sont pas applicables. Le

contrôle passe donc aujourd'hui par l'utilisation d'insecticide en pulvérisations intradomicilaires et

par moustiquaires imprégnées d'insecticide. La surveillance du développement de la résistance est

donc essentielle. Depuis le début du dépistage de la résistance aux insecticides chez An. sundaicus

s.1. (Crandell 1954), celle au DDT a été largement observée. Lors de notre projet dans le sud

Vietnam, aucune population n'a été observée comme résistante. L'utilisation des pyréthrinoïdes au

lieu du DDT peut être la cause de cette « perte de résistance» (voir Partie IV Applications et

Discussion). Aucune résistance aux pyréthrinoïdes n'a été décelée dans nos populations du sud

Vietnam, mais certaines populations restent à surveiller en terme de développement de la résistance.

Dans le cadre de notre étude, l'absence de données précises sur l'utilisation locale des insecticides

en agriculture et en santé publique ne permet pas de connaître leur réel impact sur le comportement

et l'extension potentielle de la résistance chez An. sundaicus s.l. dans le sud Vietnam. Les

comportements des membres du Complexe Sundaicus sont hétérogènes quelle que soit l'espèce

(anthropophile/zoophile; endophage/exophage; endophile/exophile) bien que la dominance à

l'anthropophilie, à l'endophagie et à l'endophilie soit reconnue (Article 1 et Partie IV). On peut

cependant supposer, comme cela a été observé en Inde (Kalra 1978) et précédemment au Vietnam

(Phan 1998), que les pulvérisations intradomiciliaires ont favorisé, dans certaines populations, les

populations d'anophèles qui ont un comportement exophile, exophage et zoophage.

Aucune différence diagnostique en terme de comportement ou d'écologie n'a été identifiée entre les

trois espèces, ce qui confirme que le caractère opportuniste et adaptatif du complexe va au-delà de la

simple adaptation des larves à la salinité (Article 1). Ces variations ne sont donc pas des indicateurs

de spéciation comme dans le cas du Complexe Minimus (Van Bortel 2002) ou même le mécanisme à

l'origine de la divergence. En effet, comme nous l'avons montré (Partie II) celle-ci est due à des

PARTIE V- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES DE L'ETUDE DU COMPLEXE SUNDAICUS-125



mécanismes allopatriques de spéciation produit par les variations anciennes (Pleistocène) du niveau

de la mer. L'isolement géographique n'a pas pour l'instant induit une divergence d'ordre

comportemental ou d'adaptations écologiques particulières entre les espèces. Seule la structuration

génétique révélée par l'analyse de cytogénétique et isoenzymatique suggèrerait le début d'une

adaptation écologique au sein des espèces (voir discussion Partie II).

Les trois espèces du complexe sont ubiquistes et peuvent donc s'adapter en fonction de leur

environnement. Le développement de méthodes de lutte antivectorielle ciblées devrait donc être

raisonné à un niveau local. Cependant, le but des ministères de la santé est d'avoir un programme à

l'échelle nationale. C'est pourquoi, la synthèse d'un grand nombre de données dans des systèmes

d'information géographiques permettra de définir les grandes lignes de la dynamique de ces espèces,

notamment après l'utilisation d'insecticides, favorisant ainsi la prédiction et la prise de décision à un

niveau national pour une application locale et ciblée.

A l'heure actuelle, les études en Asie du sud-est se focalisent sur des vecteurs comme les Complexes

Minimus et Dirus qui sont très importants dans la transmission du paludisme et dont la distribution

est plus étendue que celle du Complexe Sundaicus. Cependant, garder sous contrôle An. sundaicus

s.I. est essentiel pour maîtriser le paludisme dans les zones économiques côtières en expansion. Le

travail présenté dans ce manuscrit est une étude transversale sur An. sundaicus s.I. Il pose la

première base d'études plus approfondies sur ses espèces cryptiques dans un but de mieux

comprendre ce complexe et de le contrôler efficacement. Les trois axes de recherche abordés au

cours de ma thèse, taxonomie et phylogéographie, développement d'une méthode d'identification, et

caractérisation biologique et environnementale des espèces, ouvrent aujourd'hui de nombreuses

perspectives. Premièrement, en phylogénie, la confirmation des relations entre espèces doit être

faite. Deuxièmement, en taxonomie, les marqueurs moléculaires discriminants utilisés dans notre

étude permettront d'identifier, probablement, de nouvelles espèces. Troisièmement, la méthode

d'identification moléculaire aidera à préciser la distribution des membres du Complexe Sundaicus.

Quatrièmement, la caractérisation de l'environnement des espèces du complexe doit être affiner afin

d'élaborer un modèle de prédiction le plus fiable possible. Enfin, étendre la caractérisation de la

biologie et la connaissance des capacités vectorielles est essentielle pour mener à bien une

surveillance et un contrôle efficace contre ce vecteur.

Perspectives

• Etude plus précise des espèces An. epiroticus et An. sundaicus E et du complexe, en général,
dans des zones où la sympatrie serait possible (Détroit de Malacca par exemple)

• Elargissement de l'étude par l'ajout des populations d'Inde (notamment de la forme
cytogénétique D) ou d'autres îles de l'Indonésie, ainsi que du Pakistan

• Validation plus étendue de la PCR d'identification et adaptation si d'autres espèces sont décrites
• Améliorer la méthode de prédiction de présence d'An. sundaicus s./.
• Voir quel est l'impact des fermes de crevettes sur la densité d'An. sundaicus et la transmission

du paludisme dans le sud Vietnam
• Etude espèce par espèce de la biologie et de la capacité vectorielle
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Figure 11-4: multiplex PCR for the identification ofAn. sundaicus s.s. (Janes 2--4; Malaysian Borneo) and
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heuristic search using 100 random stepwise additions of sequences, with tree bisection reconnection
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espèces sont connues. Vert: An. sundaicus s.s.; Rouge: An. epiroticus; Bleu: An. sundaicus espèce E;
Jaune: An. sundaicus forme D. 64
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Figure 1II-4 : résultats de l'Analyses en Coordonnées Principales (ACP) sur les caractères observés pour les
larves. Représentation des axes Flet F2. An. sundaicus s.s. est représenté en vert, An. epiroticus en
rouge et An. sundaicus espèce E en bleu. 80

Figure III-5 : résultats de l'ACP sur les caractères observés pour les pupes. Représentation des axes FI et
F2. An. sundaicus s.s. est représenté en vert, An. epiroticus en rouge et An. sundaicus espèce E en bleu. 80

Figure III-6 : positionning ofprimers on the Cyt-b sequence alignement of the three species 87
Figure III-7 : positioning ofprimers on the COI sequence alignement of the three species 88
Figure III-8 : multiplex PCR for the identification ofAn. sundaicus s.s. (lane 1), An. epiroticus (Jane 2) and

An. sundaicus species E (Iane 3) with the specific band for the complex. Lane 1 = 1 kb ladder. 88
Figure IV-1 : carte des trois pays de la région du Mékong inclus dans le SIG du projet MALVECASIA 93
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Figure IV-3 : représentation des canaux d'irrigation et des rivières dans le sud du Vietnam. Les bras du
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Figure IV-4 : répartition des sites d'étude dans les provinces du sud Vietnam. Les sites sont identifiés par

leur code village (Table IV-1). 99
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ANNEXE 1 DESCRIPTION D'ANOPHILIS SUNDA/CUSS.S.

Morphologlcal and molecular Identlty of Anopheles
(Cellia) sundalcus (Dlptera: Culicldae), the
nominotypical member of a malaria vector species
complex in Southeast Asla

y v 0 J',' J',' E - ~1 A RIE LI:-: T () :-; "'. R A L P HE. H A R fi A CH·. CHA:-: G
:>.t () H S E :-; (1 t. THO ~I A S (1. A;'; THO X Y * :md A S MAD MAT t: S 0 P :j;
l< J)qMt1nJellt t)( rhlUIi1t.lIr}r...~ itnJ. ll1UtT.t:dll.~1 ,""tCIt.llèC," 1'hC'lHl:.':. Ille J"ôltuilillh~luf)' Mu~t'1lTn, Clnruwc)J ROIll!. Loudun. l.~ .1\.. ••

tFltt.."\llty t)l ).iedidl:l:e aud Uei11th ~1.:1~4'ces. Lntvcntly uf :\J;jtIYMa Sara\\..tk... blan l'WI ,\hnldd I....lidl Adruce. Kuclunt ilnd

iV-el,"t(~ Home' I)Ulca~c Cnnfn-J, St.ne ~lc~thh ])~'P..lulmcnt~ hl.m Tua. Ahan~ Hi Opcnp., Klu.'hiuf.!.. "araw..". \hl"~,,ia

Abstract. A "<"!lH>C fur AlIOphdr.' (r.·/ü0l "",J..jm,r (RudCIl"aldtl. the
lI(}mlntllypic~1 meml...-r or a malaria ~eç1or .'l'''Cl'''' çompkx. \S l«:1"';lcd frorn the
pl~Cl\} of d temale collectcd 1I1 Palldan Beach llCi\r Lundu. Sarawak:. M.1IuysÎa.
Sihhng' 01 the IICOI}!'e "",1 uther lop<.I}(lIc spe<:lmens are used III charoclerile and
fj" !he Illucpholugical and Illukcular ilkntity of the spcdes '1S a foundatioll fur
,),tcmatic "'"lie. uf the 'IXCIC. rompkx. The .pctio Î> dc>eribcd alld illu,uatcd
in tllC adult. pupal .lIId lanal "age.s. a",1 D.'\A "'qucme d.lla arc incllldcd for the:
Illuuehundn"l çytochrOllle c "".da<" 1 «('01) gcllc .",cl the nuckar 1rS-2 rcglOn.

Introduçtlon

,\m'J.,Jrdt'j ~"1f(/IUr.:f($ t}{odeu\tJldO Il an Important VeL"lOI of
tn3hl1la QU l\:Ilomd~ aud \.'OQl~1~1 an:~i~ l.)f SI)UlhéâSt Asia 11 15

\\ ldel) tlh,rriburro 1'((l.h 'C.lu1hCBI tndi:4: 10 Vietnam 3J)d
.oulhward Ihroa~ th< Nkob.. and Arnla","n !>fantb. and
the isJ.mJs of SUmali.l, Domw. Sul<twoi :uwJ J~na_ The taxon
.... i1.l> onJ!iuc1l1y ck!!oCrl1.w:J br Kod~n\"'dl~h (PJ1,. il:'> .\lytl1mvid

ludle"'l van.ty 'Ia.d,riea) from "P«:lU"''''' eotl<eted ou the
SUlidit IshU\~. JtlVd, Surnâlrd drnl UorIKO. bu' nu tnx­
~pee1Jnen$ eXlst" (Boum: \\'cpster & S.....dkngr<:bC'I. 19':',;;
R<id, I%S; );,nipht & Sto.... 19'171. !liIrer.oce. in fe"dlng
-.dnd n:,<rtlOl hr-ba'l.'HIUr ut kUUlfM ,md the- (l('(UJTUII.:C of InT'Val::
ln.rœsh aniJ VrM·.kJ~ \latcf habHah sUAA('st th3t A" m,ww('u:.
l~ a complex of :Jhlint~ ""pCCl~ nli.~ h)l101bc".,h l!> ~urpor1cd hy
the dl!<"(W<t')' nI' three L'ylo10!~lC,,1 1'0011' 1-\. Il. O. ba..,d on
differences ln O\'>l.naTI polytt:n~ çbronJo~nk'""" SInd m.totlc

Uf)"otypCs. UJ Iilf\al m:un-hlnsf I,.dh (Suko\\tlfJ k LlnuniU.
IQiJ61 l\ll~tJOn."i1 cnd-cltce of 1~OCU1)11)," dJffcre:ullahl1U

.nd\çtlle$ 111441 '\}'mpatm: pnpulathlfl\ (tf 111(" thr("~ C)1ot~1}t:'\. UI

SUlIldl1rn .tuttl JaY~~ .He fqmldm;;t.ivc:1) il'Jllld1e:1:.1 ~SUk\t~dli t'Id.

1\l'l91

('OIfi.·~I)l'r,tb ....· Y"'~1I~1:, llC"!., Utll.ta:~T1r'l: ni 1 t:'~m\(lII1SY, Il.­
Nd'..tl.s.l Un':i.~l' M,'''''.IlH. (hUllWt"lt kl)3l:. J,I't:ÙU:: ~W1 '\01J:. l' K
F·PUltl y 1.\1::'on'l"(.l';: rn:ll' '~L

.-1.mJph,,'e, )Ull~{/( US be1l)n~~ tu th~ PyrctOplR'lflb Sl:ri~s of
S.UlJg.~llUS Ct'lila fheoballJ rh!! Stn(:~ UlcJud~ St\letn

fl.'.lmally namr:d ~1)CCles Hbrbac-h. 19Y4t Clllht lU the
i\lrotropkid Rèf.!100 and e1Jl,bl in lhc OneAt.!1 Rell.loD.
Spedes in Afriea inc1nJt' 4n chfÎ!'hi t"NC'wstead & Carter).,
-'fi. dmldl roluni ,uki MX membcrs of the n('\f(lonous Gatnmae
Comple.~- A.II ~t~mbllu" G1les. An liNtNenHS IJanon.
-\If, Jmffmh(lf' \\'hllC'. ;hr mt.·{m Ilu:ohttht An J1fÊrll.\ l){)trill

and .-\JI qunJnmlllll/atl4 111l<'oo.Idl ln a.JdlUolI Il>
1\11, lumlain./s. the Oricnlal SpeCIes. l11dullc.-tn iJfJ.-{(!ùùh./$

{LudJo\\J. 4n h,.,IOW\ ....11i'·", 1JI Iitnrallf km~·.. An IJ:iJkrtVrle
(ntl'ob.lElcI~; ,,",Il pClrwrjfrTl$ir 1Ludio,,- 1. ;in lubpicfkS Cmssi
<1IW1 :\fI l'tz';U," IlnnÜ7 Il)ç ~)":lçnUltJc.:"i nf the Pyrctophflllls

Sene! I~ cum:utly ulhkr llHldy in OUf lalK)fatory ami 1\ more
thowur.h 1T-eatme,._ of the" Slu).I:huc.:ul" ("onlVle~ tU Snutheà101
As.i.d wm df'lh:'iU J'Ill:L n,e: pHrpu~e~.{ lb.i"\ pap':T 1..... tu fi~ lhe
Hk..··utU} of 4.". ~Utlll(Urll~ .5- ,\ ~s a f~l\I:ll:(Jati:on f,,1' fUttba ~tudilil'$

;ukl the lot mal la'Hu\t'llRC 1a.:.up:ni1iou of tuber ~pt.~'C1\. of lbe

CO,IlISHeX

ln 1999. ". h.d lhe <'!'!x.1\u"ily '0 <,,11.<1 and ilodividn.l1y
r~r .nIUl~U}ll'\ ~.mljJk.~ of ',Hlmllllt'Il,," ' from br",kUlh And f«'"~

Wdlet' habifau- in Sarawi2&•.MaJB)'sn. ln rc:copition of the
inMurical a~MI(.1.arlOn nf .>\n J1t,uJmcu.~ \\ilh h'J.d:JSh wa1el, Wc­
b./lvc ,hO~ l~) :-èlcl:;t a n,nt}1'c ..}hi ~h:.rHCteriu tllé ~pcde!\

fmm ~ co~tt:ll P".lllu1a-UUIl where laf'\'fle (\(,'C"ur iu hmdcu.h \\~tr1'

ll4th,t~l' Ahhouyh il h app.t.J\,.nt th.rt R(kleo\\aldt·... Il1}25~

ANNEXES. 144



.1l:sconpll..m nj ~lIIld~l1<·It.' \\'aS ba'L"d prUlC'!llall}' ~m :'lJel.mk.'n~

fT(1fl1 the L('~M:r Sund.1 hlan\lo.. "1.' fl:'d in:!llÎhl:'d in ~1t"(·lillg d

nl:'I)fY~ hnm ~Jr.a\\'al.. lm tWI' rl:'.J:Mlflb (I) )(odC"ll\\ ,ddt w.tl:'d
tilJt $,I-.e(;trnc.>u, ~f,.l.'!t' .)hn t,.'llllecteJ lIom lUtspedtl~ll J..)Çâhttn
~IU nomen, ...1'o \\dl Jfo, J,H'ot rltkl Snrud1ril, .uKt 12) m,ut" l.lf lM
,~)(',,;tnK'n~ m1.lu('d,.,tdy .w;nl..bht to u\ fmm l)1htt ~utHl;.

hl.dnds \,\ ~(l:' ultlLvùlU:IUy red(~ fOl mÙlplxtlflp.w;d l.,tn-..Jy uf
.l~5(lCÜst«t lift" ~tar'~ 01' appruprii'lh:ly prx"CrYClJ "~t j)~:\

an"'h'SH.

Materials and melhods

l'hi.", $'H~ty rlii h~~ pU .pcurttCll. ('~,Jlt'\fcJ k11(,rtr, th", ~hon: Hf
th.: SUUtll Chmâ ~CJ al Panthlt 8cadl, 1 lUI'1u n.: ...ukt.
~J.r3w~k. "t;),lay~u4 ln('lfth\'\'(':~urn ('ml~1 nt IJ0mu4 (l ''+~'X
LOir ,",2,' E), Wild caugbt hu vac ;mJ the Vt"'1('u~ vÎ \~ ild -':,UI~llll

adulh. ~c:u:: imh"'ldudn~.' reJ:n:d (0 l'l'Jvide:' d.dnlh \\11h
al<.~C)Ci.~1çd l.arvnl :l:uJ IJllpal ('''lUVIIK' Ob$:crWI.l1nfUl of lIitnft5

"H~JC U1a~c Wl..!c1 N.1Uwdlc:d wtul.aJ li.~bt. l.11n- ...l iwd pa.potl
t.ùaelot.:nr \\(1'(' \hJlb,a.) u\J.IlR lb'kr,r~t1d ÜI1t.1Jereocc (onlt.,"1

nUCfOlllC'()P'Y, Mèa)Ul'(m~D'~ and cn.unt" "'tU t'lude from il'
k1l">l ten ~~ilUcnJii \Jnl~ wwçale:d uthmvillle, lulmb<'~ ift
pan:nlhcocs repr<S<11l DJ<)~ of lhe r<p<>md r.lIllft", J'he
Uklf11hbIiJ~.Cal terminol0IeY u~d ID the SpeéleJ d~t.('npt.îon

rollo"~ Il,,,bach & Kni~t (l91lO, 19S2), Type speel,.<", lIN

Jcpoj,ltcd in the S.ardu.a1: Bu><h\t:'nny CcnU'1: tSa(). Ku.dun,...
tfuJi addr~r.s U1 AcL"m,.l,ledg:emen'!\). and l'he ~aturdllL~rory

~1ut-l:"wn dlM~Hl. J..ond(lu,
l);'\J\ llo;UO t'l:lf<ll.:led fnllll hfh N.t; 'p~""'Il1f'r~. induihnr

~Iblmf"\ üf the lu'oIH-= and pan~I.:~.}'pt",!<o \1, hkh \\.Ctt" 1:1Ihcf

ptc.~(n;,cJ lU <)"}':, ~lb<mnl ur oIuc·d n ....cr 'oiheil r:d lU 1~1l" fiel"
\1l,~uitoe~ \\.("fe hvmo~ern/~.d ln 1l)'J JtI t.\f ~'trat:tHlu huJfct
~(j_2!\j !loUI.'rO'.c. II lM fri", ln1 al plOU), ;"{Jm.\l t)T,\ auL.!
'.54 SD5) nJl~ luhô \\CTl" inculM1t'd JI t1~ "'c for tOmin
~.J.'II ~m~f .;,,(),\c <"ii Q j)) adJcJ and the- tuhes l'Iac«1 ('lU ~t.C

(". Ill'tOth~r tUIUlR SUI''I::m,al:lnl \'(.a,!,. ~mn\'~d tn a ckan 1lJhe

.md If)t.t) (If pheool" ,hllJ{l)f('onu: iMliUnyl L1lcnhol t2.~ 24 il
d~j)H. PI.9tIlC'. t' .,. , \\.6 .tdded• .md the IId)C'~ \nl1l"f(C'd brfmt"
"'piulÛng al l.'2f)l)Tl'ln Il'lf 1 min nUl' !louperna.aur \\l1~ .tg.un
dCiWl:'d u.\ln~ aualar ",hlt'rvlorm {BOH}, ~n\>J'v-eJ l'V 01 dcan
,ubc ",l1h qO~JI 1'I0I.m~Jldnol (Ul>ll) and :'\lo[cd al ' .}I) 'c
fl\"t'mip.ht S:Ul1pte9- were mit" <"emnf\l~d 31 1J JOOrpm jN'

lll"ùn 'u pell<l the l>NA, Jù< pell<l ~., "'a.b<~ u''''c "Ilh
t t)(J j.LI ""olJ ,'(yi ~IhaJiol And "PWI .al l ') ~(Jhl'm f~l( lO wiu"
1ht:11 aE!.at.n ....1'Ih cold akohue ethl'lool The ~n('t ~ aS dne.d jnr
lODlIn .1 .l7T bd"," ll<1I'l' r<""'p<uùc~ lU lOOj1l lUnlM
l"m.·Un" pHS,') r~uJII ni rc n)~)Cndcd J)"A "oP u-~ctl \0

~a('h PCX re.actinn
The: ~2~lJ.p COI j:!<::lte iHI,flUeut \\ol$ iunphllcd u....n.f lhe

luuycn.al lJl1-red IHlmen -LI·) 171X.lM ('l,~ 21lJf <SImon
('lm.• lV9-'J. 11u: h)!!o1 fn-"t' dl~ts of tb:se pnmel ,,'OOt'~ uh.hcatC'
1he lX'MtlOn I:Uhl ow:ntathm Qi the Y end uf 1he pliUM:'I)' \\ l1h
H.·~.pe(.t 10 lbe J)1(t~t)lthild Y-fJ1:l'bo lXffC..JOl uuUXA genoml'
~C1ary &. \\'ohtnthl4.1Jlt'~ 198~) .....\mphhcatloql (.f the iJo2bp
.unphctm of the 11'<; 2: nudem Hrnl'i;UUI.J.1 )~uu:t:'r tC)'JŒJ '\\4!'>

c~ml:{J nul nMn~ the 'u~Sf< and ~)iSK l'lfllT'K'f'!': rtCnmttl~n(Ie'J

h~ Cul1im. .\:. P",l>ke",~t.l i 19%1. lu Lt.rh Clbe.:-, P(,R plOdud"

Wt""è ..mplîf1l.:d Il:''lnl.<' the foUny.mg rè~I ...'ti()l\ aux (~OJII)' lJd
J)!'A ~ ... 5111 Mff .,(), ~ "J JtI : , mM !\'1}!C' 1" IBllll,ine" 1oooon"
l K l, Il 1III rall IJHtyn\t"ra'l(" (Urnhue} .md -'" 'il ea-c,'h \.){
pnm('r~ at "'l ~4\f. 2 JIj~l .l' 111s. IPE Apflhed Bil,)f\'~1(>-lU'

\\':Utin~hm, L .... ) .nul Il))1, ~HI huffel d~iuLlI)(') nx: feR
Ihttluoqcl~. pJU~t ...tr1\ Cl)ltSl ...tt"L! vf J ~ mill lknA1UI:'llO~1 dl

1,)-l';C, \-l cydc, Olt 94 -C "1,--(' l'lIS ~J ''''' r C i('Ol! dn~J "1 ('

(~l'I' ~)~ t"i~lh" ((410\\c<l by a 10 mm t'~tcmivn ar (! '("
~tluence lll:t~l"rn ohtalurd lblhmhJf: P{')( pUlltk:t1ion Q)iu@!
41 l.'t.trtlniC'ld2JtI~ .fwnfable l'('N: l'loIJnh<::,ltifltt kll ttJl"\P.CII 1_ld,
S",,,,,, l' K), .uù rnodutl••filul<d 10 l1\ri~,V200hp ,Ji
prodtlt, r", "'IUt'IlC,"~, C~c1e ,"'jlltl"''"f reaclim" w<re:
pre"",',,' """f Inr D>'t J'romo"... \;." IPE '\l'plicd
ai·l,)sy}."~n'l:"l :tuJ fN~t h). an AIl) ~'I J aU'Vfn"k~J :-oeq\lènt:èt
\PE Apptied Bi~y)tt'fm l. ScqueJ1l:>t: 4:btd \\C1'f: editet) .1nd
~h~'d M Àl,a(.1mNlh'" cornputcr1> UHUp, Sequ~II(,"h('r'''~ l B
l(k:tll;~ (\.•d~ Cui'pQT<!l1on. Alln Atbof. ~il,:fu~;'IJ'. li SA,),
,\ft(,1 ~-':\IHe'K.I1I', lbt: O;,\A U,1l) dricd .HJ<.' lt'I.1incl.l <il - "lI)' ('

for future N"f<rcn<"e

Anophetes (CetIJa) w1ldaicue (Rodenwaldt)

J/Y:mnyut llldlm\'i \'arict)" utJll1ak'lJ Rodc:nwatdl, 191':'"
''''''')'l'C ,h<<<by ~l~ ...'<:d)' " (MA 1t12 ~ 1 with ."'"
datc:J fOUltb iœaar lary,)l and pupal E:t1H·i.tc: un mkroK::opc:
.hdc, MALAYSJA Sitrawalc. LWlIlu Ur>uict, 1 wtdu,
".n.!.u1lc.eh (MlC,

'),tH,mou f ,·\dult" tif ,.1,,, ~lIIulmt UJ .tœ dl'tu~ui~hed from
nfha mcmh,:h c.f 1he PHrh)~'nl~ Sl.."n(',l.. 11) th" Oneulal
Rq~:llOn in havinr: ,~cLl~d 1(:~.. tdi.,1uu-,"on from
tff iutk'fjm,..H :-\IJ limtl.ius. -".11 JubJ.",(trI~ and An rGtu",I.
~ubapi<::.al ~b'" band 01 nla"UlI:try p:~I~ l."'qu..a.1 Co or ~.tlcr

th.m haJf lt'n~lh tif lIpIUI) pdk bdJ\d (ùhtinl1Jnn trom
-Hr ml'Û"pmfllf, ,O\Jt fl'*blJJn and _",,, ~a~IH), pfClnun~Uil art~

ôfc~M da-Ik ltè;ll~d {t~l ...tirllL.'tl~U J'mm Atl hm(llJl~" <\-u lItl',a/u,

:ln hulltWo'tu ..ulld An l'Ml''fitl\ttnl:J t .mal vt"m with 2. dark sp~~

((b~tifK,üo.n .rn.lln :\n f"tHUJ'J.:4'ttH~).and polk iuurx "'PUI al~enl

ht1~'CC'1I Ibl:' cubim~ ,'lDd m;:ll "~m {dl...llU(,.1100 trOll)
An. Ju.J14.J't oc .HW AI'J. pmuti,i,"cnsis), PUptlC' h;,ve >t:la tJ lV
braudu:d ütn,I1D~tlQU fnm) ,-in lJlnruJù, An ITltlùlll.me iUJoJ
_-ln l'tlgn,d, paJllle lrnt1']liflaf l,.pu..'uJe'l. '" jth bonked llpt'
hJi.th:Kt10U hum .-llt, lIuwsfI.J••-\n. liIorlifu .md An, vagus).
rcfrK'hle indc"t of p"ddk m.'! lIll)fl:' than () 't..·; «lironcl1oo Irom
"". luJJ('\~-n~ :mJ An. ,'!ul1ptd'HI and ~et:::. 1 P tre$s. than 1w~')­

dUir& paddle lC'ul-.'1b (mli>llUI".1.wn fr(~u ~\n J"lYIJ11gt·rtsl.J)~ Pupac
of An JlJltlbri'r.'11-1 arc mdl~tmgui~habk h'(lI'n Itt<$C of
.-t·n IIwtiJUfU.f (Rdd. L%SL Lar\'ac are nIDr~ e:l$lly dli-tîn
t..uL~cd than PUVUe. )c1a -' c' !udf or more ICJ~lh of ~'1.,îJ. 1 (;
(dl~tinL'1itln {rom Au 11111mlJ~ .uhl ,lu, ~u!:juL M~fae 9,1O.L~

P,M ",ith s,tnlple brJJiChes (dt~11h\"'1inu. Crom AH.. pr''ll'.m,ft'luuj"
~t.a6 IV VI br~hed 111 botS<" ldisthk..l.1.nll {lOm .-\11 luôlcnlr'dCI.
!-Cc. 3 (. In!> t1mu lhle'e h.lUnl~ 1ength of !ooel-. .:! (' anJ :t.el.a l P
u~...wlly WlLb UlVtc IDaO cight bt<lU'.'hc) 4-m1lo'Jlk:CJQ»> (rom

b" bru1'uJ;"I• ...ud ~~ta -+:\1 \\o11.h bUlllllbc;,., (ll."Iu.dty th,ccl

~tn~nv: 3' ba.~ Idi!11inC1JOR ff(l(u An SUh;"f'tto. and -ln
m.ldiuT1m)
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1-I'nllll,- lb ml' \ tt1l:( ulth \\-'lute to ~dI0\.tll'.h tfl."Cl ~~llc"

hdnnd fcontal lut" black ecc-\.1 "l..dl('~ p(~tC"flflrly. fn)!llaJ tuft
\\ IIh lon~ '"' !lu(' ~t.K' ('jyp~u!:- har~ An1euna l~Hpth .t.hnut
t ll)\fi), .,edic-è1 "dlb 'llJ~n }~dlt 't'ak~ nu tut"-,II ~utfal,.~:

na~dlomeJô t o\nd ~ "d~h d"U~MIc" p..i1C" M...~)k~ (.ln nw=~.d

'U1fact Pl~)'"-)\Ct!l. ah(lut l;( l.nnL ,1tXollt 'lIJl~ leu1-tth <1;,

furef«mu, yt'r:1tIeUHllH èllludy fl:uL: N:alC"·d- !-(,ll.e$ af1u.:....'\o..:d
IIm'u~h"ul: l.hdl. p.Jk ~j.,üll.ry p"ll"" {Ill do","1 vi<.;
with , p.1le b.u.ub, ljvu..;t' p.de b;utd dl.M.\ltf hength tIf 1)~Jlk.d

J.:trk bùncl. plcilln.::.l rate h.,mtll:k'luu\\, plO"Ulll<lJ p.a1~ h.dld .on

'Ipèt of p,IJf,\""nei~ 1 Kr't("~tllctl by (t:to,: M.-.'lk~. p.i1r"'Ti1cre 2
\\!th f>enu efer' ~c{llt'-61~1\'mr il hu~y l:Illllearanf,.;e '0 prm.Ulkil
IJotfWn of palpu"~ pljl~ b...uJ~ ail apt ....(!!\. llt palpolllC'k" ~ .ut'! .3
U'1t'llf) inc(:llInJlJ\..'t~ wÙ'tT,~II~ -, lmnn lnrl;'p,.t~"eu' (bt"" ht~ .......~
Hl hltu...k.. pkllra Wlth IlM-I.l' JHCj p~lllino.'W: and (b\ltkct b;:A.Jt't:\'cr~C

aN;).!' ",cutum ""'th hfo:\d ffiÇ'dJan p:tk poUU\f"~~ :lf~. p.trl~3try

dr\iJc:J nlodi.<.llly b, \cry RanD<.\' Jark lm.: on I1I,,'NllIlb..halllft'ô1.
~Jdle drcl1 ou cltlleJ ~ldc- ~)f J.lfC'~'U1e1bt <'Il{"J l.'HUnu,.:tll ~ l1h p~lc

tah~f31 ar('as: nf '>Clltdillm. hk('" ....·nc dad:: }'fCM:utdla:r 3JX'fl

t'1,.lnftUe'Ut ",dh J.lIl l''.J~W•.HI an::.l pf !'ol:uttlhun, Sl.:'WUIU ~pdJ:M:I'y

Cl ""C"f('d \\ lth hnC'" w~ckn Jllillorm l'oiCilks" ;';IulCn.u{ prumüJ1toJ)'
with letnj! potle \ttae ~ plllfmlti !oc~llel:>- m~,ijn)'; C':etJ'e~

an~enQf -*f~ al ~çlltnm bdore """",'aI f()~n \\ nh patch of lœ:ag
black scale3. and ~a~. SeUleIlom Wtlh Iron dart. s,ela(' (bron1-C

ID br"",,,) and ~"Iden piHfoon "".... M«Op""II<ltWB and
po&lPfOnOlWn t)dle. Ant~pron()lUm without M;al~, "",üb dark
:!r>cI.lK' PlC'UIJ "nh brt.,"H II,.) p.vldr:JI ~lat" ou UI'JXï ,.t~

.:pi~tè"ml.ll1l, p[(",ptfacttlar an'a p1e-al..r 1.'TJ1:.b. "witt llnrl IO\4'cr
Hu:;\lÀ.ah:vbleJlIIUU Aiad UPIlCf ulPclJ,mtttlll lrill.l( \P'K 1);

J,en,j!th .~bnut .\ ., mm; t.bil ~l"hlJ!! hLld;. JJJ"'" 't-.dHl~ pale
ydll)\\. dot wlurt': ('u:!<ota \\'lth hum(,f,~l p~k. "'1l1x~t3J p'lk ~nd

llUallll-.tl raie "l'tnt~, 1'ft'~c:<.·lor lM!,; itnd ,C('lm p..'llc 'pot,
prt'ttnl or dh'K"Dl. prehmmr.l' ,uca Itnludy d.ln. 'l'aled:
retlÛ)!uun p,'lle ~al('~i: \'elh Jo( f;nn-Ih pale brov.n al b..."lC". ~ uh
h.n~ prC6CC1Hr pal~ "l'~.t ;md !>ohm1 '!ott,'tor p.lk ~Jlot: RI wnh
1ddl~\'el} ~hUI1 ~tl'I()f d:u'L. ,pot bt'.anup a pak lltlemlpllOlI.
"~th 'on~ loluoc.'l)',,1:al pêk !.re'" aN.ut I\\i,,, lrn,;th ('I( 'tÙlc<"'.SI.,1
p~lc ~p(lt lltl L"tJ6td. and VIt".nplc~1 )''''-Ilc ~p(11 8.tmc Ic.u~~h ..~ That
on VO!'la. Ri "irh 1.lfC'd,ûl'lIl ..lu" ~V()l, R... , 'Il>uh 'ubult"dia.u
Ital ~pnt. 1(,. Yo-'Jlh ",mU I~'!>al dad.. ~po' ;tnd iOlt.fN praipl<.'al
Jask. '-pot. M.IilDrtJ.1.UCt> l.JJ~cly l.i r ~'t'luple1d,. tlad. ~alC'll. R,
\\1111 )lllJfw:œ.an d.ul '!>ptJ1 <illi1 \.J.uall prt:apll';al dmk 'JXtC; R....

la'~.I\' p"" \cakd, \\lth "",.11 darI: '1""" "".. b..... and 'p"
cwd "lnd.U dMk-.calcii b.ual spu.r; U)l:d&lUo wuh bladli. ~Vl­

})'Iuxamal tu br;Uldull:a (Ji ~1 .... s.• .\1~~'I (,3.r~dr tbr"·).c;).h:tJ. M~
~lltd M J with fX\!lo1h:\<'11 ~",d pI"l:'apkal dttrk 'P''fs.:\1; ~t'mctnOC'~

lacgcly or l".Oil'l1plC'\d) dMk·~(. ..I(d. 1U(!JloÇuùit.a.1 Crtltl~\'(:lD

walnt,.' d:ul·~.tkd, ~1 ... .(. And CuA wamh (lak·'c"tç-d ~l1h

J:X'StbasaJ ::a.nd prca.ptC"31 dark ~po"'; anal \'etn \\tlh nw:..ban and
4IHcal daJk. "W)f~. -a.p.h..<e::. of ~lll \'e111'\ fruro RI \0 CIl...\ IKUT\l\\ly

pdle ~caled. lll~'\ oJ .n~1 \ cm IAlIhrlUt M:Oth::>, IMrtu\\ (l;lloe
fm~e t-pub al ..Jpt'l'CS of 'ill ,"'cul:> fn.lm K~ hl lA .md ~ l.ugC1
('flot 0' m.l1~1n Qf anal ccII tbHal of 10 pale fr-iuJ!:c $J),"Ib l, bucr
nften faud hut l:lM.üCJat~ ldll.uy fdnge ~:lle~ tout ~ho\lr'n in
F11l.1) w,uallv d!~1ll<th' pak 110't4o"'" PeJl(;d Il;:,.le, !l'cà.t~.,+lIum

a.ull ('l:J)Htdhun Jeuk. Ciil'Iltlham tldr.h ...c.J1t:"J 1.J. ~'l" l\~f-eL'l)U.

wlth 1 nr 2 tlad l<('al~ !Ul1t'nndv ;Il bw,.:. mu.1 and huw.11.'~œ3.e

\.\ Ilh'O'IU "~a]c~. lurC'twcb.:mtet l~tÜu:l!, d.td. M:wcJ pv.'1cm){h~

Wllh 'limé pJk H',)k'l. .h\lalh.. null âM hludl.r'M.<h~Ulèt'

With("-ll :-.",,\ft:I'.: f("m'....I. libj,lC" .Illd 1\11>1 1.:tn>Uf:II('fC'!l. wilb
\p«'1::1t'"l am! hh~Ic"}l(') nf ~",k ~~nn" ~";"m~ {(ICt: .HlJ
l'mJtal'Sl 'Joltb t.UJI~ htv.t"t p,dt h.1l)~ ,)1,."rt1i&<; l('l1ll1~ hd~\ cttJ

I.U~()fjR':t~ l 1. 1 ~ an.1 l -4 ''''r:wlnt"1'è -4 t"nlird~' d.lIl ui ,"'('l'Y

u.mm... J} l\.ilc .il Jpe\: tumh,11"1L.\. \tlfh n;mov. p:tl( ba(ld~ ~l

apK':~ oJ l:tl"'(~lUele-. 1 ..k la.l'Olnt:'fè " r"nhld)' l'lark _-tbd'~Mr)t

Inlt~wuc"rtt ~blk "Ilh Ittnr rnldc:u !'oC'OI(', lJ:ca)t~ a~èf" tletl)]

to:! yeUil\l, ll_hfl.lHU '<'''lle,'' ll(\ pUlolrlUif l'llt'.. 00 terll~tm VUI.
Ct:'n:::ù& Illlh bb~L l,.C:df~ l'rll'mn~llyand ydkl\lr ~crtk... <b'I~lny

J1t,lt' ~im·il<'lI h~ [('1)\:11(: exC';('pt fnt (~b"Yir&;l~ >c:'u;,1
dlffrrrll=, \lillf, V.... ,,1I1Y palrr and "",lu'r ",du<cd: mhcr
tbt)'t'rencc3 jnl:h;~1e Ih.: (ulkw,1t11 Ilt1lld- PWlK~(:l~ l''llites,
<-IhClI1\ J ~ Ulm, 4f.1'pto'lm;ltdy l 6 I(URlh l tf rn~kmUf

\ta.lillar) ~QIJ.Hs'" wÎth I~H..he' of ydkl\~ '\l~I~~ 'I~ fuUWA.
d()n;~1 p;!wh :)f 'll"t'( ôj p.t:lpt.1t'lkre 2 ..ntl Dt.il TtuJdk .~t

pJ.lpt'llltul; J. bterdJ tml~l, J.l Jpl:~ llf palporfll:fc J. V~dVUC:lkf\:""

''1[1\ 1:It~t" ~Mh;h c.:1.)\'l:nnr mt1~t nf (kHl>.d and 1.\lt;:r<l:1 ~lIlflllt::~

1Lrk ~4k-·J .at 1"-'1<1>" and apt''I(. w11hnut $('alt1< \'('t1tr.dl):
'pJ.lpQmc~e.) IUilU.DIy palc s\,""<.L1cJ.lla1ro""ll Jarl K.lkd al b.1.'-':".
\·I,.'nllal \u"t13cc "-'1\hoUl iC'ak\" tntt"l{Umcnt dan. a' h.a~(" ",..d
}Alle dI~udty.. niH~' VeiN w1Û1 f~\l'er )cco1lo. ail spoUt poS1(:nor
,.' rodi..., ,"d R, >1.Ldu<d. pale fnn~< '-pol' in"'..i1 ,
A.fulcJnk'n rer~ \oUI I3rgcty eGycrcd lU Whll.c 10 yel1o....

faka1.è 'rCilIltti. (j.·'Ufolld t"~ 2(')· Gonoco'tlt.c Wl1.h )'("JlO\\

~a'~ on lafl~f.a( JDd JurwJ smf.aQ::>, with ~ Polf.3b.lNl1 ~taci

~1'Ül."tyIWo ~trvu"Jy and t"\'enl) elU\"t"d in Jl).1A11MIf. \\.ù~ W\\

hf nunote 1'.è"I<'Ie alotlfZ !-~tnl(.ltues31 Wllfpn from nc211 h.ue to
lIe.u aV't.1., ! (.Il J l:uuJ!cc :.-c:Wc' t)t) ttt,?:aI :!>.ide Ut"ad apc,".
d.l~~I€' ·Wllh lung apu'aJ "'~.n,l <'lbOUll\VJl.'"t' Icn1-1fh ni dub. 'f;Tu.,1I

cnflh,.al ~hl ....èmad uf <:tl.tl'<ll ~er.a: ~l'kl 1 or ~ '!Ibon 1k('"IIIC'hl;~

M'lit(' l;llc-rild uf aplcdl !>{'1;:J, duh formel! of..J. or '"; fUN:1t "ef.I(,;
ô!cde.*gu,," ,",!th") nr 6 p..tir~ of 1e.dflet.., 1.:...Oets ""hlloul t(("lb or
\C'l ratiull."; h:'r~wJl and jo,tcmmn lÀ fuscd to f"ml Ct~mpIClt:' UBJ-!.
t~fj!Uln wirh rnunJed tatt'r~llnhc~ pn.'Cfi~.:r mctnb.rJ:1V:'u'. cldl
.11"('",11)'. "'tlb hrJltly ,dt:'W1I1Utl hln dl'iillUC1 rur..tprrx.t (tu
èl1het ~ur tùmqnè f,~ .hh7l'hf'!';,f.l-

h.fpa (H~ 1A B) OIAI.A(10 and J1(6i1iol1~ ,,1' ~ta~ <t~

tJ~IU'c"d r1uIl11tl.*J~ of ht<l:lk:he~ lU rallie- 1 Cèl'ludOfMt'o'n'
1J.B-hIly lu TTlOc.ier•.I1dy plgt1.enlt~I, pmhns.a\ 31W lef!' ....l~hlly
Jarkc-c; toet.J ï el' IPII).l:, abtlUl hH'~ kng.lb ui f, Cf;
~ CT' ue,nly al\\ct~';\ lI-În7k l'nJmpf'! ~1(Xknlld) J11i!IDClJ:lro,
puma '\1.'1th lJJnrt pro,inml ~Iil; h.~üWh n.a.1 ().a.~nml \\ =
(j...J.j.mm). \HJth al b.t.~ OJW O.lluun \x::rO.lOmlu)~ :uuk-"
409-.-4l'l.11 {"(:.447) Abtlorn,'w length ~""")·.l(nlfUn

(1 :: ~ ';''I1TU1Ü: hp:hfly pt~re.nted. lJn1erit'J nWfJO;"<ii of ~fema

JJ.rkl:l, poglè»ivei) bp:hh:r aUer [t.lemwn IV. Icrr,d ;;JuJ tr-tcma
Hl.hund~ :),j'lC1IJa"tl: Se1ll l) lI, Vil nunutt:'. ~UUf)k. lOM:'l1cJ
anc~riN' :lM meud of 'l:cla 1: 1 V \YU long. :dn!!tle. f;'impl.:~

i'lbuut J) lcnvth of teTP.UIU. 6 n w.ualh :!r>iuflc. <X'ca:~,wlwlly

Juuh.b::. JUlie. <ib<mt H\llC' ll:'l1t;.rtb oC '1 lt b fU VU brJ1M:bw.
lI.lt-uall)' Inple on '$o.eElnenls ur .md I\ an.d double- 00 V \"U; S
il U~IJaU) .lbs\:om. 9 l :"HlY,Ie, loL,g. appwa~bmJ! JenfÙl of ft 1; 4
11.111 \~ ~hun bluul; \) CV 1urlll anJ \) \' VII '\el>, long.
<llfV<d, >wtpk ,md ,I""plv 1""""'<1. 9 IV .1>001 half k1l1'l11 of
~) \', 9 \' \o1J "hum 06 lell~Ù1 uf Icr~UU1J., 9 \"111 IdJ:ll\dy
!lhort. !>htb1t~Y '!.h0l1er !ban (,1 \'U, about len~h t\f .... \'HL
VhtHll~ ~)lh r.J 1~1f}l dt...,c :..cllu:.lnC'h~ an'lUjt fHlm hrn:w
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llaUèl\l:" "l'U11 ••1 'h.·IlI: lO-li :\h......·ut (n'IUI.Il Îllhe' l.A.·n~lh .th<.l~Jt

U.! mm Hl t~lO..k ;thüu( n "" mm Hl rn:..lc, ""Ith IHpplc-::u .1("<'

fOIMft'. f l~h'l~ pl~m'l·fH('d IhY<thrk'"t hU!tfi''''' .md mll1nh
..Il~tlll~ d."~Cl, "'~lllntClrlç.ll. ~ll.tler l':ln 1,I.l!ll-'\ Ih~ut Inn(."'l ("fft,

kO~1h (Jô~ HXUmfn f\-:...(Jjhnun1, v.j(h" 051 O~91nm

1\ _ H, "qUIlI11. in,I", 1,)}·1 :'1 {, - 1 ~2l, rn.~,~llJ.l1 '"..'I!-4lJttl"l"

I.....g.m (lA l .f.);\) p, :::;;(1521 tmm ha~' .1114..1 ",nJ n~f) 0.7:'

1:( :.O.7~. !mm h.J'>C": rrlr,\..'f1k mdl"" Hh"}-·H 7'- j~ -Oï]);

IlU1f~Hlal "'PKut\' .. '-\Ilh h,'tlk,:d llfl" (Ul't ,'\uk:nt ln h!!-l.ln.'t nut

I\'ll,:hto~ ~,~ J·Plt s..:t3 I·Pol l()n~, h....,~('d, .,,",,.IH "flt....1hmJ

htnl?lh Hf r--t1dk. Itti!'-ltlg !t'Ur'll ..hllI14t,,"' CI1\ttt~tflâI1Hrl nt <irt'''
hm'"" jotltlil·imfcu· (Flr. 1) ChaI'0'I.·h:1' and p:"iti(\l .... df

"'Cl.ll: ~I" fJ~uf(d: Jlum~J" (~f hr.u\t:ht' ... ln T.....hk 2 lI~rW

Shgmly Inngcl Ih;IO \\Idço, I~ngth O.M-O 12mm ~ \ =fl,oli mm),
\\hJth H~/ ....() ,Omm 1\ =O~lum.~ h~hll)' ro n~:'(:kr,ltd~

1)J!,lll\!lllt.xI, J,d. p.)tt.:ht: .. {nul ..ho,,"'", tu tit:w\') l~lttlld ~t;t.c

<, J_C ,lI1d \ ....f~W'IJ~ l~l' ~.. IJ <lfk:) \"\"nlf li .JI'~J. of 1.1l~r;lJî,I, ..:ollm

oI:nd 1llt.'lliUIll J..tf~h 1J1~!1n(.'llh.·\J. Sè:'I.~ ! ..J..A·(, "Im~'k, "'Impie.

,t~(' u5 (J 6 k'l),h:lh ~,t 2~(~, 4~C ll)....çltl·~} 10 Im,A \\Ith lH ~h"'hll~

tUèrali nt 2 C Tl'.lt.:hIO,z ~lIIcn(lrl) Jxo~"1fhJ h-J"" nf ~ ('. s, C
Il'''uall)- ... iUj..lIt· Pl \'Illuhlt..·. ''''';:L'.a''UlO.lll~ lripk" l}·C \\ llh lA..('

hr.jQ'".:~', rfll"l \ltt~" "-'Ith ~ Hf fi hri.'lIK.h.I", I,~ C \~llh ~.(,

bi~l"h~' .... HlO'o{ otK'l) "1111 ,1 hl.IUlhc... \'IJ~'lJrla \f.uul~ II~h.l)

pig1H('ut~J. ptolo":~"'.. n d~ d.H\..l'r (h ...taH~ .•'p,... , J<\d.l~ In~llh,'n­

h'd: Jn,,'..al '\ntl ",,'nmll ",urt~u.·...'" ",ph..ulaIC kn~lh (J"L!~H 2'J mm

{, ;;.O.1'immt Sl'ta J,,\ ..hor1. "1l1~h.' ....unpk kn~.h ~,~)(lt

~hatIK'rcr '1..') a.nt~nn.J; 4-~,\ wlth 2·'; llraf,,"-'hc..., U"'U.ll1~ tnr"-" ,If

",",,:!"'4';ltld'lcd Htlma, hl1è~tifik:m h~ahn~, .-.tl)('o(1.h Sd.. r,p
"Ith (,.., I~( HH h(an,hc~, ln"'C'r1(d Iln \"~ry ",m.tU llI\'k...n.;J~ th,llt...
nu" T1unoo h.' "'~Ighfl> l:.lrtl'l tuht>rd-c ~arin~ :!~p; 'ij.p "'IOg'l' ln
.,t·hnmchcd. u..uall) dotlhl~, hr::Uk'h..........irnrk: t,l·M .loJ 10.11­
1·,\1 'oJfl].lh.". ",nnpk: 11·p "-InJ!k, ... t.f.!lHh",.LnI"·I.lr~\'·rlb.ln 1 (.~t.

Il, T ltf'ri.U\:'nIJ~ .-w",nl. ~up~m plall~ ofpkur.ll ",'c.II ~nl\lp:- 9­
I~ lJ' \1, 1 \Vith ...tfl'llV "pme. , .. l' \\lth:~ o,.J hr~U\lh,·". 'bu.dly

-~.,~-

B
"! - --. - "-. / - . - -

c ....& :s., -- '"" ~-
D •
~ ;'"- - ~.

E -~ . '===- - - ~..

F~.1. Sllll."mlJ,~u' Hull'lne Jra""u,y, JlIlb-trann.r in... ~mf lAI ,md \~Il.·th'" ~'I ':"',(.11 ,~,t .. 1»,(,',0 ['1 10 ,'nL'i>#lf if) ~nll.r"" M"'lltrC<UJ le
n'"t>lyPt: l ,\P - "p,< ,1 polle ,,,,11, IIP - fUJlJl<'I<lJ IJlIl,· ~I~*t. J'P-l"'~'.lJ)i .....J 1""':.' <>pt'I, l''SI~ - rr(";',<.· .. tOl IlJ:ll:' "Ill~, ~ r~ 'ol..."t).. l..31~ "lI", ..po:. \f' - I,C( ',0;:
lùk-"'I'l't S,.llt:'mnl'll,

Fig.2. Pur~.~ m.JI(' fl·mt.l.ll.l ,., \n"(1",.k\ Ife.'''''' \jtfltlf'Ic,/" Pupa 1-\1 ldl ",k: Ht .....pnalll.n...,.01:,_ Jl,lf">.,iJl \.tJ ru'lIt, (lh .a,if.....~ Ildl, .uJJ
\~"fllrallnthll ,t ..pe-d:.... ", tllt"!alh"i"'.ll, ,U~tJ Jbdu'l'J~" C, ',,,,k troll.ttt~, ..h(W\'1'" iJ" u~th"Wlt -\e;;;.w..r.....:tU"1, ... ,..da"" tH d,;s'l""""ltr, CJ"""J<r'f'<"t1~:

("1 ~c'·r1l4k".hof.j.', (11. '!:" ~('l'Jlt>.'l)"(tk: ("il. -f,'nlt.lI ;,1"".; (,i.. - t.'InO~\,,<lu .. ' 1 Àt'-li.'".JJld, IIf .J,·dt'..t~'h Pt' - radd1t-, pt:'If"- P.lf:lIJlI"..::, l'r-prrXll~"tr:

l - JlU'I~f)l'~, 1 VItI - :~txklmH1,11 '.Ç).·lk·m.. l \111 1) 1-1 - ""'1,11 n~I~U~'f', kt "i'('~nt'J .11"','''. ~,~, ~ ~ ~ 1 \ ...!l~~ \11 lllm
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.J, +.:\1 usuallr lnpic. fard}' Wltl) ~ ()J .J hrancbè5., ""th

hta.ud~" JlhinJ! itl haSt". t -l M 'Htll:, L~{9) brark"ht:l .ariMIIJ!
fmm une "h~ ùf !-Iem, l r l," llh l (\{-l, \l N~ IR.lIlche':: ((luI

pdtmat~·~; 9.1') l' phunl.,""O:, \"Ih rddtlvd\:' fli:"\," ~h()(1 bnulcl:K!'>
\lJ.j/(",1,.", [ulc~umcnt h,alinc-. Ml)(}(llh t'CCVI [Hf !I~lW""c

mmutc spàc-ul~ vétm,1l1y on ~€p;mcnt$. III VIll: ltrg::ll plaie ...

nf ~&!ll1t'DI5 1 VUl 001 \'t"ry laq!e. abour () ~5 lI:;tJ \\idrh 'lf
:\ep:me-uts. ~esmellJ.!> lU Vil v.nb ~ltIn medl:tn ;J(.'cew:ury lel~id

plaie' St:la 1 1 paluwk "111t ~unpll:' lalM,cv1:.lte h:,lflc1)" t 11 VU
fuUy l~lthndtl". katkb t\-'cnl)' PlfJut"uttd v.ilh(.h~IIlJ\:t ~1(lUldt1!f.

...,,"nnr.fi... fil.ment.;' 1 ilI.V.Vl'lnr.I.;, IV.YUJ..dllenr
tripl....,,,oUI' triple: 9.11 1 long. u,",,,Uy triple. "".",,;ollolly
with 4 bronches. 9 ( dbunel1y l<>.r.e. ~"'. 9 n vI, 0 Ln
MT&rttt u...uaHy Inple:. Il JI 'S;(Huetime.... .a. lHandsed; Po HI
\ ,VII h~I'. ,*bOU-1 hulf 1cngtla uf "'Crluenl..t-. Ul'llman~ tIlf'k
H4r~ly -3. bt<JJ){~lted ~1U Sl!.J!ffitOh. IY ;,md VUt I~ \'1 \\nh .....
9,61 bralléhe!l. .U"is.i.~li/! fnllU ~~e "de n[ ...lem: 2 U.Ilt. 'III
hJ~JU.lcl. 2; (\0 V1 !l.U11k t~ VII.Hely llouhlc-); )(:[a 6 IV VI
\U2ncht'tI at J:w.e. dn-nhle or tnpll:. u<;Ul1tlr tnple l'cct(:u plaie'
""'llh .4 /\-'''\1 touy. .ukl ~ R(7) ~lHan ~p:ÜH::~ (nol è\ldcnt lft
h~lueL lung SflliJC:5. usuatly al edcb end '>\Ilh ~vt':I:t1

1nt,;tl-~d 41PU.làg }loort ~pillè'. t(~IAI \)f 11 t'll.l~ "pine!lo~

~ldeo.f!:opwn5}lu ...u1alC:J.lfU"'IIUOn~ ScUll ~1aJ.gc.with" $(S,
brunchL."!i, ~ ~ ~mall. with 4 !c4.l11'atlCM 5~l.kllt' loodtr-ately
piglllCnled. IClJlIlh olMll 'UI OJ..13 "OU \.\ :OJ.32111lDl. Scia 1
.\ l'lintJe. N.tnIJJc. lTlSCltcd lln ,,"Mit'. I()II~ tll"lu tl.addJc: 2v X
t l 19( t ... ) br-nnche..... mn~ h....~aJ h:r.ule~ luull. Ieltlh'lely

~Ihlifht. witll tine litpcün~ lips. dI"lut l'Ir J.lIWIO lonr.. tapcnuf

t., mmuleI\-' hf~oktd l1pt< (c\ldt:n1 \IEklef hll!h mJgtuhc~lhHIIJ:

3 X ~ith Ul 1 1\ 12) lour, 1hick.. ~hfhd~ cW"vaJ. apk"Uy
hll~.llcd hf,ltk.h~ 4 X (\C'ullal hrw;:hl \l,l1h 9 (,m,et pmr~ of

~lac-.IN')::~M'hfam:hc~ un dnlçlll.'~ $nle vf H,ain ~tt1n,.lvn~t:o-1

ll.iancbc... {l(ll11d,nt M:l;lc dl'UIU.11\-' b"Kllc\l.avu.,'all~.I)o·I~<'tI.U!d

\C'nlt:\1 :.mal p..tptllat <,qu.1IiU JéDJ!l.h. short, !'Ihlth11y !I.})('lrttl fhM

\t,il( ",<I<n< lenr.'h
"1'J/t'f'ulm c1wnlClt·n:alllJ1J. A 'l.'Iloil (1[ lIuny el~ht D~A

~lll1t:u\:t"" \U,"n:' f!el~r.tt('\t fn.m I\H"1I1) ."'e"~n "1)edlncU~.

mdudùlp; 1ilt mother ilud tl,\ t'lyt ;lbllJ\l!,s (If the neo'!ype
P,lJ"tj:d 1)~A :.;cquCl!("e d4t:~ f.f)f the fJUtochnMnaJ c)'tochromc t:

odd.1~< l (Cf )11 r.~I1~ :uaJ Dnc)(,ar ITS 2 1:uu::ft'at nbo~oUUl:1

)!~nc- :-~M.a::r l't:gh~k WCfI;" ufJl4Ul1eJ iÜf twe:tl1y tUlU' and thhl~.;u

SéttUplt--,_ ft"-J)tl1tvely hlr I~ vW'~e <_f Un~ l'6:lM' 3i'd future
phy1tJfl:I:ncti' ~tudl.es. ~cqu"(nc"( dma Yt:t"rt: llIhd):"1l:cd miu~

ù~,\ur\l ..lflî.1 1'C\."'"eJ'\.(" f"Ul~t ~C\Jllc.ncÇ~ J1)C' 1c!u.ll\JI~ (\hH~,

:llItl4·2 hi, <l-l~.Jdlf':ot~!>., t(lf t1~ 2. :ul'! ('(lI. r~p-edrwty.cau bt
nh'aUlcd f, om (;entMuk

nit 1rs ~ ICgiUU \\.d~ ~~JUC'Il'cd fOl Ihtneen Ilt\b\'iiJuah.
mduJul$ Ux. IUQlhcr (of 1l)Ç 1K'(~1yp-e and c.~~t \tlbllUg~

l (kt\b.dnk il:l."t:èSMùf1 numoo:ro AJ-->:'69~)f), AFJt'l'}~2l. l'hl

amplkun 1e1l~th \1\& eMSI!lfcnl al 661bp Hlldudin,
piimer.H. and the tJÙtteèn rrs 2 ~cqucuc.c:> r"Co.llcd a
!"ingJc baph.ny~ fr.d.gnllt"1t1 ~uat)'~., IS ba!<eJ IIU 61 t) 1xt!r.~

or the l'CR pt<><I.ct. nùn•• pm.." "'lnonc<$ J'be fiS ~

haplotype compriM'd lhe rullümoj!' ba~St: 12.6'~ r. 21"'~

.\. ~61)'" c and 10lN (0 .~ ~A!(rA """"h il"'"""". Il
LlIRWm, t9!l'H (If tilt! (~1\-1nL l"'Ulh~ n:\e.ale-d I;h'HAt

,\"ItlH'»l~l \:"gtr.t'~~

\,<l'II'" ( l'1f....ah)· _ v __•__ ~_»~_"'_',,~,.~,""____v, r"'kl,
r..~1 ';"rI'.,I.'(,llÎ.l JI III IV V \1 \'TI \1U l'

1 , 1 1 l 1
;, '(~l • Il.) ~»Qj,51 l.."N-l1 l.,,~·t, \ ~t II l 1 1
~-51-t1 ~_"'b, ~- ...(~, -4-'1'\<, ~-5"1 Il ~-"'('! 1-~1 ~I ~t;(ll l-"~l

1. 't~l t,ZIIJ 1-"'{lt 1-3-(" 1-7~bJ J-~~I 1-'3~ l t 1-'(1\
I_~{":l:l t-71~J I-llil:l 1-~1'1 1-51 'li, 1-11':1 1 1 I.Ztll
5-')(". ~, {j:j --....0("'1 1-"(051 -\..514t ~-"'41 ~.-t(41 ~.~.a)

l-~(.l.. 1,1"111 un l l-6E " 2-1~\1 1-"-1j 1..'11i
1. 1111 '1-6(.#) t .. '\"l-tl 1_h2t l-':~( ~, t_h'll 1.....1(2) L2di
1 11 Il :!.'ti;U 1 \(::!l t-~121 tk21 !-lf11.. l-'l"!l 1 1 1 '.-I·Hlhl

l" l.Jtlt J-~.Zl 1 1-!O!
Il 2-h'l l , t-~~,

I~ l-'t21
Il

FiG.3, h~;j.r~:;·l~'Jt"r la"" I.'1t .\~plH:l('~ lO,tb,.. >u1t<ktM". A. 11<',1(... ~!Of'laJ (lr..t,t ,1;1.è vt1n:<l.l mf,~J a.\-ps:'l:t' f,t ltn ude. li. *(Jr.n ar.t~

ab~~pmu~1 ~r,tU:"r.~" J-VI, lllmai ll.t'f::1 ;nui Hr,:rxl \nr-~tI a.~C":.. III h·t. ,~. (', ::lb..lommal ~"m."'-t:~" VIJ-X, Irrll ""dt: 1), ~m~~ )..,';:lI t~lV

~h(l'\loD'-e IU?)t$("ll::ra~ (lt lt'-lIte-"'~. f, .a'!lotoomU".al <'ol"€lht."nu VII-VIn Md X. l.:-tt ~l:C"" A-2Jt~t.";M:'; C-c.raet<J;f\l, ~1-me&l"m',O-l",t)F;, MA1"P-h'''.-l~&

a':"'~''''''''UIY l("ft"l p-L,,~.t. l'.,...ptO':;It"in.. ~-:!Ip~..d;u Il.lX', ~-~"~Gk': 1 "'P"nk':d.~:-.."13'" nl-~ttt41 pl",~" (-VInAX -al:XiOOUllai sC'ltJtk'".nt! J-VUJ.X.
0-1:- -~a"'"-'Ù r-.J.rr.~I('I:'\. hl' 'J:II;:\."lilt-u 3n"::t.<;, a"'" I! ~~ ~..(. ~;alf'''' u; mm,
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!oequeuce !'>umlallh' ln 1he noo~,m.t1 1I~ 2 ~paCl,.'"f r~l!i()l. ~'lf

_111 1:.d1ffbwc (;\671.,1) AI 74 fYT
I1w "*' /2 bp JQrtlal:-.elfu.ellce fot tbr IHl10l'ho1Hiri"J ('01 f.cne

:<oh.'l",èd s.bghfly htg.hc:-I le\ds of mh3'rx:4.. 1th, vaJiali~:I1h:m the:­
[fS 1 !lCqUt'lJl't:"S, \\ith f(ll.ll hapl(l\)ll('~ ln the Nen1y [{lUI

m<hvhh:aJh. \tqueu(td (Genh.ml ac:.(('40\WU numhtr-- AI·l(,~11 "1

v-\FJôR14Hi Sl.-"'qu("nce :an.lIY1\l' IL·\'eakd th(" l'ülym~phu.

:41~. lhrcc \'lE \\rucb art (»Ir~mooy in(Ol'tlid.LJVè. with (he utner

1\\0 ~f.ll.t!>\s.l.np ·of !tr.lu~Jcton pul}rnlKpluç L.'h;p..1t~~ ~\l.,let~t«Je

b.~~ chatltl:':Irl lhd Ilot ~J}'e<::l lM Im"h:~;n çndill~ \'ctJ~I1C<' in an,..
t.a.<o,C .Md..t.imlUu :-.equôk( divcrpènc-c- fwrn the Ult~l lllevalcni
lMplOlYpe " .., tbree ba"". (1/ 6'h wIll> ",mple \\,\1IO J
~h()wln~ tht hlghet-.! Ie.vcl "f JX)I}111otphi.... n1 Ratljt<c~ vf bdN:

cHm.~'1(· ....ltt()U in Ihe CO! rt;~s:.il..:nl "'l're .,,>lI fHllm" (UlO,1i: Ul

l,..rc"mhcM~) ~7~-~ft1rt (~S,2~'l 1. 27S ~,2~ c1t'sr,:)
.\. r; (\ t >' ~I~ ~ru~,f,;, C ~lKt Ifd Ih ~I';' (fa, ,\1';" G
!rr<>l>"<U'" "r bavk<yl'<.•he ,\ l' nd"",.. ur ,dl ll", COI
fJd,nM::U\} '" ,l." f~ U'~', ~ hit.:h fal'" "'llh.ln lhe rdJ.lt..c: lJf

prè\.;OUl:lly ~\Ienc("if ('01 ~'CJ~~ nt ('uJ'nd.:\e, e ft
.-ln. qu-..wtimUf. uiuh.u 16.),4rt<, L04-1}2) .siM .'\'1 (autblUl:

(tiR 4~}î. I,.)W~l 1'100 rdk",-1lO Ill(" lUU1JQ(' tu',h ,\1' contrn1 ()j

the tmtOC'J\o.nJnal ~cn(,lCne,. of tBl(bcr tllpfefa lJCfnu1n &
CrOlle,.. l'J9·41, Thc:.c: Iv", k.,·c.... of intra1JlVC'cl~ vanalloo in
IX>Ûl1Ir rrS-l .ud COI ,,,,ueDCO' r<fio_' Ihe rdall\'("ly srn>1I
popuhnj<m qiu lb l.\lndu ,.r LM 1Il'RC of C'oIledlOD., pcrhaps il-' .1

","ull of limhe<! babi"," fur Ibo: immalUJ'" .m~..
""'J'~''''rJl(J 't:YtdtlKl: tlWI An }ltmkm ln l)' .1 L;Um~\ Id AC

Irc:-a~' three ....blmp ~nC'~ l~ b.'i.l\CJ on a t:~lallon l.f

J:'>\M..""U7)Ul'C: dilt~ (Su),.V,,",JtL ,./ u/.• 1i)lN) \\ hh ll'llfyl('nc: ChHlUtu
~)Jnt' an-3T~\"mt,n~ .md IUtlntit: 1.;~(")Pf''' fSul.ow.ui &.
H~lin.a1~ 1(96) frnm ".1rllml l)()rRllath~'~~ III l1l.itl-luli. \un~1ra

.1Ttli J.1Yll ~fll·t'lC:S -\ j" lb: 1"'~1 ",idt".!I.pn:.lJ ~p;'1;j(",... nI' Ibt'

cnmpk't, ncrurnn~ ln the !.:().1.'u:tI ah:.alr' of 1hAtialuJ. SlIIndlra
and Jâva Sp«lts nha, ~('n ftlttnd ln s:ympalty \\.l'h ~p'<!Cies ~\

tll 3n inJ.md ~ite 31 PuT" l}(ejr) ih ~vuth t"entflll 1.1"<1, and J:!> au
l"ol-tted pnpuldtmn Inl:m'" 3l S<)uth faflo'Ululi ID nCi:l.1hC'1Î1
~Ul1id.hd ~Pl"L·le.'7. {' ha:'!. uflly be~n (Olmel in one coo....lull,~alJ1y

at AMhàn in not1hca~t'ru Swnauïl. ''1 hete il h ~yml';'u"ic \\ (th
hOlh ~pr;:d('s A i\nd H (5u\.0\, dH ('/ lU • 1'1-)')) \\ herbe1 nOt \)f

llK' 1hr~t:' gc:'ÀClic specll"~" IUform,ally deSlogll<ifCd l-Im'~ A. CS
and C, Il çc.11~pe"tfiç wlth tht- ta,'~vu fQr~ny f('1;V~l7tJ ~!C:

a~ An Hwfo~Ut 1~ 001 luo~n l1n. qucMlun 'tIlill hl: fC'MlhC\'
\hlrinp a men cùmpreht"flMYe' ,,'udy of lfx S\l.lIWIlCU.\, Compk't
that j,lo caun:nlly UnrJC:rWiI:- .al 'Ille' ~alUfaJ 1I»lQI) ~1u~wn,

l'ldi.rruDilt)' ~udl('s li IllIon ('"'1 al . uupahh~hed) 11iiIV(' [('YC'~lk\1

1hal the 1T5 ~ antl COI sequence dat3 for the llCoeype ~eflt"s do
nt:oC l.:orrcapOAd 10 dthel >p<:d~ A hum Tra1 ProyuK:C' lU
Ib.albnd (~npk$ prl)Vlded by \' ll.1hmn) Uf lIpcctt"). a fJ.om
South Tap::lDUli C&ampkll pnwided hr S )nkowatit H(\we:ver,
~.e(lu('IK.~ Wla ürt' nC'~&:d for !)pt'des (' and: dxomo'>lr[l1("> rnuM
lJt' ~X3HUJlt:d fwtn the l,wtdu pUlmla1lon hefure "t" t;ln
Jt:.t>e-ml1l\C: .."~~r une nf the curren11)' rcce-gnved c,,1o;.~'k

"puiC\ c<Htcsp()ods YI Ith the w:orype ~t lU
t;P(;~JA dendxüpdc"" baseti tin u~uenJ)me :·m~(I)Y:lrllfldlL.a:te:

th..., )JXC1C~ ( l~ m~1 !ùlulaa and t~'!J,:d 11) t-pt:'Cl~ A. wit:b
~pL'"Ck~ n (olnlinr a dhtlOl:t aud ~CJ~Idle dWltt1 (!)uiuw..ltl
finI.. 19l )t)) l'lu:'> tua)' retlect d~ lar"·-lIh.'lhu3t prdert'ul'~ of
the l-llC'>.'IC'>l. ""Ith A ~nd {' mh•.lln.h.llf tJ<'.K:bl:.b .... Jter c(·.."tal

-,
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8lte", athl"'reC1('~ Il Hf'Clunnt! mJJnd. prt"l-lun.fhly ln !loh \l.:lkl

IldbÎlar., nUW('lj'er, ('C:l}h,~k.11 p'l(amtle~ <)( JqualÎc ~he--. are
11l.,'" Iklinud\' knm.. n \\(' pt,Hl to ltnJr!n.t'kt' !-1Ulb~ tu ddiuc
the br\'Jl baht.13b vf ctlch Sj:)C("lC" u( 1he 'loùnJa•.('u!!o ( omp1C'x

A FASr..\ ~an.·h (.[the Vmdu AfJ J/IUAJUJtIH CO[ froi\JtultJu
r~t ..l(d d~t'~l ~r.tl1etlle '\lInll<lmy hl An J)(rkhut'lH fmm
\',dnam ~9ltl 9~ ~j{.. AI'J..!2U..l- 6) ,dlcl to ù1hé'r ('tH

lIc:qUtllCCS l,Il. the P)'n:topll<'m~ S~li.~ J!dlètdltd Hl ("lUt
J..boralor~'.-\I1 J.u}lplftm (11< l!f.('i,t, ~\J-~'.:!::!\~t" AH' m'ilbwn.w,
i\li) 1)lÂ-. 1\1'1.,2~? f'. \11 xunulJ"r ~!s9 9''',.., AI<~..")~ji::'!lotl aurl.-\n
j,,,,,,mb<,,, \89 ~~;. Af-2,t21~, Ar22,!32..~), ln • d",ll'1i<
0"011"" "r lbe l'yrewpoolll' Seno bn.cd '>li o,..u>mi",,1 dm"
4{\Jtthon,· NId. 199'J1. :''l'J $U'flluk#~ \.\ro. ~iI~cl;!':d in il basal
tcl.t11on>!Ü'1 ln li çl.u1è ç(lrnpfiMn~ .-1" <::'}-,l'I( tl"",
.lit in,ypfll1lu. A.n /uJlf fJ,i'(1r' and :\13 1l11W"$."f-flJoI"', {\iult'
puhlirJ1éd in,fnnn.<llH'lfl ,\~l tM wC1fl.r ~Iatu~ of thc~ l>J't:'~.:-~,

the ~Iulhor~ ~1Ipt(cMçJ IbiLl ûJC .Ibihty t1) tMllb-nut hwuaJi
lIlid.ui.d pM>tMtC!I 1$ :(f plcsiüHtorjll1ie ltJ:fldmUll Ihnt lm.., he.cn
It\lilt OT 'tiflprCtl-"'ed. in AH rm/..·finmH and A,n rmimj,,"t''''HS

,~"t.'ph.:/t.'J Jul,,'J& l~u and :\n, lumltû(w budt \'ompn~t b-~lihnJ*:

"'peC'l(~ (f){'ttplt'U1. M("ml~l~ t4" ~lhllflP. ~Jl('\,lt"$ Cnl.ll(lklt"/t.

(\n~f\ (xJubll dlfftfcnt ecoJapu:al lr.:u,\$. "'luch nwy Influence
their ,..,;101' <aflllc'Iy Of Ihe r"'lI V,cIlCli,.lIy "."it>i,04I
spcct~ 01 the .-\tt. SlJbl'ldJ'S oomplC'x tu Imita 1St)!UIUl fl,:I.•

t ')94), (ll.Jy "q.~~ic" B l~ kuown If. v-tdor bwu~lI malariil, Il ÎBi

JX"S!l:iblc. thon .ln f.P«-ies t~ the Sundaitw. O)mpkK ~f'r "·ectu:r1t.,
but lMlICd Qlt .t\.ul..ble ili),lutlUuvrMI and epll.k:.lüoù)JaCal wla
il h onl}' culanHha' Sprt'.('lC'S '\ Î~ 1n\-ooh'-ed III tr<m!tmls..~lon. (' 1(

În ~w11)Cfo TIwlanJ tPt3MUh.uk.. 19~~). Slu\lic::~ dH' cll.lrentl)
IUmTWdY t~) d~M~~~ Il~ \'~":lnnaJ ("ap..u:ny or An nm,Uu('lu.lI
lhe type.- IOCdhty ( haU1o! \>tuh SL"nr, pe1'ufl.d C'vnmnUHC:l1utU1
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ANNEXE 2: ANOPHILlS IPIROT/(USSP.N.

Linton Y.-M., Dusfour J. et al. Anopheles (Cellia) epiroticus, a new malaria vector species in the
Southeast Asian Sundaicus Complex • Accepted in Bull Entomol Res

INTRODUCTION

Anopheles (Cellia) sundaicus (Rodenwaldt) is an important vector of malaria on islands and coastal areas of

Southeast Asia (Reid, 1968; Kalra, 1978; Brandling-Bennett et al., 1981; Prasittisuk, 1985; Kirnowardoya &

Yoga, 1987; Nguyen Tang Am et al., 1993, Chang Moh Seng et al., 2001; Fryauff et al., 2002; Barcus et al.,

2002). It is widely distributed from northeastern India through Myanmar, Thailand, Cambodia, Malaysia,

southern Vietnam, and southward through the Nicobar and Andaman Islands, and on the islands of Java,

Sumatra, Borneo and Sulawesi (Reid, 1968).

The larvae of A. sundaicus are typically associated with coastal brackish water (Chow, 1970; Brandling­

Bennett et al., 1993; Kumari et al., 1993, Nguyen Tang Am et al., 1993; Kumari & Sharma, 1994, Chang Moh

Seng et al., 2001; Linton et al., 2001; DusfoUT et al., 2004a,b), but they also have been found breeding inland,

presumably in fresh water, in Sarawak, Malaysia (Linton et al., 2001; Chang Moh Seng et al., 2001; Dusfour

et al., 2004a), Sumatra, Indonesia (Sukowati & Baimai, 1996; Sukowati et al., 1999) and Car Nicobar Island

(Das et al., 1997). Accounts of host preference and biting behavioUT also vary. Adult females are reportedly

strongly anthropophilic and exophagic in Java (Chow, 1970), Sarawak (Linton et al., 2001) and Vietnam

(Nguyen Tang Am et al., 1993). Linton et al. also found females biting humans indoors. In contrast, females

were found to be zoophilic, exophagic and exophilic on Car Nicobar Island (Kumari & Sharma, 1994). A wide

distribution and differences in host preference and larval habitats indicated that A. sundaicus could be a

species complex. That A. sundaicus does indeed comprise a number of sibling species was first supported by

the discovery of three cytological forms (designated A, Band C) from populations in Thailand, Sumatra and

Java (Baimai et al., 1996; Sukowati & Baimai, 1996). Additional evidence of isoenzyme differentiation

indicated that populations of the three cytotypes in sympatry on Sumatra and Java are reproductively isolated

(Sukowati et al., 1999). According to the findings of Baimai et al. (1996), Sukowati & Baimai (1996) and

Sukowati et al. (1999), form A is the most widespread cytotype, occurring in the coastal areas of Thailand,

Sumatra and Java. Form B was found in sympatry with species A at in land sites at Purworejo, Java and at

South Tapanuli, Sumatra. Species C was only found in a coastal locality at Asahan in northeastern Sumatra

where it is sympatric with both species A and B (Sukowati et al., 1999). More recently, another form,

designated cytotype D, was described from Car Nicobar Island, India (Nanda et al., 2004).

Anopheles sundaicus was originally described from specimens collected on the Lesser Sunda Islands,

including Java, Sumatra and Borneo (Rodenwaldt, 1925, as My=omyia ludlowi var. sundaica). As no original

type specimens exist (Bonne-Wepster & Swellengrebel, 1953; Reid, 1968; Knight & Stone, 1977), and given

the biomedical importance of this taxon, a neotype was recently designated from the Lundu District of

Sarawak (Linton et al., 2001) to fix the identity of the species. The species was described and sequences of the

cytochrome oxidase 1 (COI) gene of mitochondrial DNA and second internai transcribed spacer (lTS2) of

nuclear DNA were provided as a foundation for further integrated systematics studies on the A. sundaicus

complex (Linton et al., 2001).
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When sequences for portions of the COI and cytochrome b (Cyt b) genes ofmtDNA from topotypic specimens

ofthis taxon from Sarawak were compared to those from Thailand and Vietnam, it was c1ear that A. sundaicus

comprised at least two genetic species (Dusfour et al., 2004b). Additional COI and Cyt b sequences, and novel

sequences for the nuclear ITS2 region, for specimens from Cambodia, peninsular Malaysia, Thailand and

Vietnam provided further evidence for the existence of these two species: A. sundaicus s.s. on Bomeo and A.

sundaicus species A on the continent (Linton et al., 2001, Dusfour et al., unpublished). In this paper, species A

is formally named A. epiroticus sp. n. Linton & Harbach and molecular and morphological data are used to

characterize and distinguish it from A. sundaicus s.s.

MATERIALS AND METHODS

Mosquito specimens. Specimens were identified as A. sundaicus using the morphological keys of Reid

(1968) and the keys for identification ofVietnamese Anopheles (IMPE, 1987). Specimens were collected from

14 localities in five Southeast Asian countries: Cambodia (l site), Malaysia (1 site in peninsular Malaysia and

2 in Sarawak, Bomeo), Thailand (3 sites) and Vietnam (7 sites) (Table 1). Samples from Lundu Province in

Sarawak (MAL) were collected in association with the neotype series of A. sundaicus, and include siblings of

the neotype and paraneotypes (Linton et al., 2001).

Molecular methods. DNA was extracted from specimens, which were either preserved in 95% ethanol or

dried over silica gel in the field, following the method listed in Linton et al. (2001). The ITS2 was amplified

using the 5.8SF and 28SR primers of Collins & Paskewitz (1996) and the reaction and thermocycler

parameters described by Linton et al. (2001b). Mitochondrial COI and Cyt b fragments were amplified using

the primers and conditions listed in Dusfour et al. (2004b). The PCR products were c1eaned using a

commercially available PCR purification kit (QIAgen Ud, Sussex, England) and sequencing reactions were

carried out in both directions using the Big Dye Terminator Kit (PE Applied Biosystems, Warrington,

England). Sequences were edited and aligned using Sequencher™ version 3.1.1 (Genes Codes Corporation,

Ann Arbor, Michigan) or BioEdit (Hall, 1999), and CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). Amino acid

conversion of the mtDNA nucleotide fragments and calculations of inter- and intraspecific sequence variability

in both data sets were carried out using MEGA2 (Kumar et al., 2001).

The 267 sequences generated in this study are available in GenBank under the following accession numbers:

A. epiroticus - 82 ITS2 (AF469855-96, AY662406-19, AY662434-46, AY789 167- 178), 50 COI (AF222324­

6, AY789179-189, AY789201-202, AY299105-120, AY245283-284, AY672345-350, AY672355-360,

AY672365-368) and 44 Cyt B (AY253150-155, AY256954-955, AY243788-795, AY672286-313); A.

sundaicus - 29 ITS2 (AF369550-62, AY662242-59), 49 COI (AY299339-40, AY299342-46, AY662242-43,

AY789709-26, AF368116-40) and 13 Cyt B (AY243796-99, AY256956-57, AY299095-96, AY299098-99,

AY299101, AY299 103-04).

Morphological methods. Wild-caught larvae and the progeny ofwild-caught adults were individually reared

to provide adults with associated larval and pupal exuviae. Observations of adults were made under simulated

natural light. Larval and pupal chaetotaxy were studied using bright field and differential interference contrast

microscopy. Measurements and counts were made from at least ten specimens. Unless indicated otherwise,

numbers in parentheses represent modes of the reported ranges. The morphological terminology follows

Harbach & Knight (1980, 1982).
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RESULTS

Molecular diiTerentiation of An. epiroticus sp. n. and An. sundaicus. Two hundred and sixty-seven

DNA sequences were generated from specimens identified as A. sundaicus from Cambodia, peninsular

Malaysia, Thailand and Vietnam and Malaysian Borneo, which includes the type locality of A. sundaicus s.s.

(Linton et al., 2001). Sequences included partial COI (n=99) and Cyt b (n=57) genes, and the nuclear ITS2

region (n=ll1) (Table 1). Two distinct groups of sequences were obtained using ail gene regions, one

corresponding to A. sundaicus s.s. from Lundu and Miri in Sarawak, Malaysia and the other corresponding to

A. epiroticus from Cambodia, Thailand, peninsular Malaysia and Vietnam (Table 1).

The ITS2 region was sequenced for 82 specimens of A. epiroticus from Vietnam (n = 63) and Thailand (n =

19) and compared to 29 sequences of A. sundaicus from Sarawak (Fig. 1). The ITS2 amplicons (inclusive of

primers) were one base longer in A. epiroticus (663 bp) than in A. sundaicus (662 bp) and differed by three

fixed variable sites (0.45%), a T<=:>C transition at base 479, a G<=:>T transversion at base 538 and an indel event

at base 603 (Fig. 1). Although no intraspecific differences were noted among the ITS2 fragments directly

sequenced from PCR products (NHM) in this study, a parallel study on c10ned ITS2 fragments revealed low

levels of intragenomic variation in members of the Sundaicus Complex (Dusfour et al., unpublished). This

data suggests caution should be used when using the ITS2 genotypes alone to assign species identity in this

c10sely related complex.

A 445-bp fragment of COI, directly comparable to bases 1724-2169 of the mitochondrial genome of

Anopheles gambiae (Beard et al., 1993), was amplified. Thirty-eight variables bases were detected in the 445­

bp alignment of A. epiroticus and A. sundaicus (Fig. 2). Mean pairwise-distance values were 1.2% and 0.6%

within A. epiroticus (n=50) and A. sundaicus (n=49), respectively, with a mean interspecific sequence

divergence of 2.1% between the sister species. Upon translation to amino acid sequences, the protein COI

sequences of both species were identical and no intra-specific protein differences were noted. The most

common haplotypes within the 445-bp fragment of A. sundaicus (SUNCOI-l(16)) and A. epiroticus (EPCOI­

1( Il)) varied from A. gambiae (AF252878) by 9.9 and Il.7%, respectively. A consistent species-specific point

mutation (A<=:>G) distinguishing the COI sequences of the two species was detected at position 294 (Fig. 2).

COI sequences were generated for 50 specimens of A. epiroticus from Cambodia (n = 2), peninsular Malaysia

(n = 4), Thailand (n = 20) and Vietnam (n = 24). Thirty-four intraspecific variable sites (7.6%) were detected

in the 50 sequences, 23 ofwhich (67.6%) were parsimony informative. Of the variable sites, four were in the

first position of the codon (ail C<=:>T transitions), and the remaining polymorphisms were ail at the third codon

position. Ali nucleotide base substitutions were silent. Twenty-nine unique COI haplotypes were noted in the

50 sequences ofA. epiroticus. Seven ofthese were shared as follow: EPCOI-l (n= Il) (7VHCM, 3BL, 1 VST),

EPCOI-2 (n=4) (3 VHCM, 1 VBL), EPCOI-3 (n = 3) (1 TTR, 1 TPG, IMAT), EPCOI-4 (n = 3) (3 TTR),

EPCOI-5 (n=2) (1 MAT, 1 TPG), EPCOI-6 (n = 2) (2 VBL), EPCOI-7 (n = 2) (1 TTR, 1 TPG) and EPCOI-8

(1 VCG, 1 VHCM). Ali 22 other haplotypes are unique. These are listed by their specimen codes in Fig. 2.

Shared maternally inherited mtDNA haplotypes across wide geographical distances indicate that this species is

weil established and gene flow is not restricted between populations in Thailand, Vietnam and peninsular

Malaysia. Haplotypes obtained from Cambodian specimens were unique. The 49 A. sundaicus COI sequences

comprised 10 unique haplotypes, 5 ofwhich were shared as fol1ow: SUNCOI-l (n=16) (16 MAM), SUNCOI­

2 (n=13) (13 MAL), SUNCOI-3 (n=8) (8 MAL), SUNCOI-4 (n=3) (3 MAL) and SUNCOI-5 (n=2) (2 MAM).

The remaining five haplotypes are represented by single sequences (Fig. 2).
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The Cyt b sequences were generated for 44 A. epiroticus from Cambodia (5), peninsular Malaysia (6),

Thailand (19) and Vietnam (14) and compared to 13 A. sundaicus specimens from Sarawak (Table 1; Fig. 3).

Twenty-four variables bases were detected in the alignment of A. epiroticus and A. sundaicus (Fig. 3) and

mean interspecific variability was 2.1 %. Five species-specific C<=:>T transitions were identified at positions 12,

267,297,469 and 474 (Fig. 3). Sixteen variable intraspecific sites (3.3%) were detected in the 44 A. epiroticus

sequences, seven of which (43.7%) were parsimony informative. Seven haplotypes were shared in A.

epiroticus: EPCB-I(12) (6 VHCM, 5 VBL, 1 TTR); EPCB-2(4) (4 TTR) and EPCB-3(4) (4 TTP); EPCB-4(3)

(2 CKK, 1 MAT); EPCB-5(2) (1 CKK, 1 TPG); EPCB-6(2) (1 TTR, 1 MAT); EPCB-7(2) (1 TPG, 1 MAT).

Ali other sequences were unique and are represented by their unique codes (Fig. 3). Four Cyt b haplotypes

were detected in the 13 A. sundaicus sequences, as follow: SUNCB-l (n=6) (4 MAL, 2 MAM), SUNCB-2

(n=4) (4 MAM), SUNCB-3 (n=2) (2MAM) and a unique haplotype, represented by its specimen code

SUNCB6MAL (Fig. 3). Mean nucleotide diversity in the 44 A. epiroticus was 0.6% compared to 0.2% in 13 A.

sundaicus. Upon translation to amino acid sequences, the protein Cyt-b sequences of the two species were

identical. Shared Cyt-b haplotypes confirm gene f10w throughout the distribution of A. epiroticus. The most

common haplotypes of A. sundaicus (SUNCB-l(6)) and A. epiroticus (EPCB-l(12)) varied from A. gambiae

(AF252878) by 9.9 and 10.2%, respectively.

Mean sequence divergence between A. sundaicus and A. epiroticus was 2.1 % in both COI and Cyt b regions of

the mitochondrial genes, and 0.45% in the nuclear ITS2. These levels ofvariability correspond to interspecific

differences and the molecular data shown above confirm the separate species status of A. epiroticus and A.

sundaicus.

Siblings and associated wild-caught material identified molecularly as A. epiroticus and the neotype series of

A. sundaicus were used in the comparative morphological study and formaI description below.

Anopheles (Cellia) epiroticus Linton & Harbach, sp. n.

Anopheles sundaicus: ail previous records and taxonomic treatments ofAn. sundaicus in Cambodia, peninsular

Malaysia, Thailand and Vietnam apply to An. epiroticus.

Anopheles sundaicus form A: Sukowati & Baimai (1996) (chromosomes); Sukowati et al. (1999)

(isoenzymes).

Anopheles sundaicus species A: Ousfour et al. (2004a) (mtDNA); Ousfour et al. (2004b) (bionomics,

systematics).

Oetailed comparative morphological studies of the adult, larval and pupal stages did not reveal any differential

or diagnostic differences that distinguish A. epiroticus from A. sundaicus. It was not possible to compare the

egg morphology of the two species. The male genitalia and pupa of A. epiroticus are iIIustrated in Fig. 4, and

the fourth-instar larva in Fig. 5. The larval and pupal chaetotaxy of A. epiroticl/s are compared to that of A.

sundaicus in Tables 2 and 3. ln comparison with A. sundaicus, the leaflets of palmate setae I-II-VII in A.

epiroticus are generally broader with more strongly toothed shoulders (Fig. 50) (cf. Fig. 30 of Linton et al.,

2001 ).

Anopheles epiroticus is easily distinguished from A. sundaicus by differences in their mitochondrial COI or

Cyt b sequences, with mean intraspecific sequence divergences of 2.1 %. These markers have diagnostic loci

for the identification of these two species. Species-diagnostic COI and Cyt b sequences are available in

GenBank under the accession numbers listed above.
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ITS2 sequences show a lower level of intraspecific variation (0.45%) than the COI and Cyt b sequences, but

their diagnostic bases, including an indeI at base 603, allow species separation. A PCR-based SCAR assay

based on ITS2 sequences is available that differentiates A. epiroticus from A. sundaicus (Dusfour et al.,

2004b), but this may need to be revised when other members of the complex are investigated more fully.

Bionomics. Larvae of A. epiroticus were found in large open stagnant brackish water, sunlit pools that

appeared to be permanent rather than transient. Most of the pools were associated with fish and shrimp

farming in coastal areas. The recent increase in land use for shrimp farming in southern Vietnam is believed to

be the cause of an increase in population densities of A. epiroticus in that region (Trung et al., 2004, as A.

sundaicus). This reliance on brackish water must restrict the range of A. epiroticus to coastal areas. The well­

defined breeding sites of A. epiroticus are in contrast to those of A. sundaicus, which appears to breed in a

wide range of habitat types. Anopheles sundaicus larvae were collected from small brackish water coastal rock

pools at the neotype locality of Pandan Beach in Lundu District (Linton et al., 2001) and from a large,

apparently freshwater pond at an inland site at Simpang Jawa in Miri District of Sarawak (Chang Moh Seng et

al., 2001).

Blood-fed females that gave rise to the progeny broods that comprise the type series of A. epiroticus from

southern Vietnam were collected resting inside human habitation. Both A. epiroticus and A. sundaicus are

implicated in malaria transmission. Anopheles sundaicus appears to vector malaria in both in Lundu and Miri

in Sarawak (Sarawak Health Records from 1957; Chang Moh Seng et al., 2001). Anopheles epiroticus (as A.

sundaicus) is an efficient vector in coastal areas of Thailand (Prasittisuk, 1985) and Vietnam (Nguyen Tang

Am et al., 1993; Phan, 1998). However, a recent extensive survey of Il,002 specimens in southern Vietnam

revealed no Plasmodium-positive specimens (Trung et al., 2004). Anopheles epiroticus (as A. sundaicus) is

also considered a secondary vector in Cambodia, Myanmar and Thailand (Meek, 1995). Interest in this vector

in Thailand increased due to its presence near coastal tourist areas (Chowanadisai et al., 1989). The vector

capacity of each sibling species in the A. sundaicus complex needs to be more specifically determined.

Systematics. In a cladistic analysis of the Pyretophorus Series based on morphological data (Anthony et al.,

1999), A. sundaicus s.l. was placed in a basal relationship to a clade comprising A. subpictus Grassi, A.

indefinitus (Ludlow), A. ludlowae (Theobald) and A. parangensis (Ludlow). This topology is supported by

mitochondrial COI sequence data (Linton et al., unpublished), which indicates that A. epiroticus is ancestral to

A. sundaicus, suggesting that speciation occurred when the islands split from mainland Southeast Asia. Based

on calculations of the mitochondrial molecular clock using Brower's (1994) estimation of2.3% divergence per

million years, Dusfour et al. (2004b) estimated the time of speciation between A. epiroticus (as A. sundaicus

species A) and A. sundaicus to be approximately 0.9 million years ago.

Etymology. In old Greek, the adjective 'epiroticus' was used to describe people originating from the

northwestern district of Epiros in mainland Greece. However, in modern Greek, the name has became

synonymous with 'from the mainland', and thus the new member of the A. sundaicus complex is named A.

epiroticus to reflect its primary distribution in Southeast Asia.

Type series. The series consists of 700 specimens from 19 progeny broods: 36 males (0'), 5 male genitalia
(Gen), 72 females (<j!), 282 larval exuviae (Le), 282 pupal exuviae (Pe) and 23 fourth-instar larvae (L).
Holotype, <j!LePe (DP30-IO), offspring of female collected VIETNAM: Bac Liêu Province, Gia Rai District,
An Trach Commune, Village Van Dué A, 23 Oct 98, collected resting in house in morning (IMPE). The
holotype bears the fol1owing labels: "DP30-10" Il "Holo- 1type" Il "Back Lieu 1Gia Rai 1An Tach 1Van Duc
AI Ditch" Il "23.x.1998" Il "IMPE". Paratypes, ail progeny of females collected at same locality as holotype:
IOLePe (DPI5-1 through -10); 1ILePe (DPI6-1 through -10 and -26); IOLePe (DPI7-16 through -25); 9LePe
(DPI8-1 through -6 and -8, -9, -10); 10LePe (DPI9-1 through -10); IOLePe (DP20-1 through -10); IOLePe
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(DP22-1 through -10); 14LePe (DP23-1 through -10 and -17 through -20); 10LePe (DP24-1 through -10); 10
LePe (DP25-1 through -10), 5L (DP25); IOLePe (DP26-1 through -10), 5L (DP26); 5Sï!LePe (DP28-1 through
-5), 5ô'LePe (DP28-6 through -10), 22LePe (DP28-11 through -30 [associated adults preserved in Beem®
capsules]); 5ô'LePe (DP29-1 through -5), 23LePe (DP29-15 through -38 [associated adults preserved in
Beem® capsules]), 20Sï!LePe (DP29-6 through -25); 6ô'LePe (DP30-1 through -5 and -8), 8Sï!LePe (DP30-7
and -9 through -15), ILePe (DP30-6 [adult lost]), 15LePe (DP30-16 through -30 [associated adults preserved
in Beem® capsules]); 5ô'LePe (DP31-1 through -5), IOSï!LePe (DP31-6 through -15); 5ô'LePe (DP32-1
through -5), 5Sï!LePe (DP32-6 through -10); 5ô'LePe (DP33-1, -3, -4), 2ô'LePe(Gen) (DP33-2, -5), 9Sï!LePe
(DP33-6 and -8 through -15), ILePe (DP33-7 [adult lost]), 5L (DP33); 3ô'LePe (DP34-1, -4, -5),
2ô'LePe(Gen) (DP34-2, -3), 10Sï!LePe (DP34-6 through -15), 3L (DP34); 4ô'LePe (DP35-1, -2, -4, -5),
Iô'LePe(Gen) (DP35-3), IO~LePe (DP35-1 through -15), 5L (DP35). Thirty-two larvae from progeny broods
DP25 (5L), DP26 (7L), DP33 (9L), DP34 (5L) and DP35 (6L) were used for DNA extraction and sequencing
(GenBank accession numbers AF469865-AF469896). Many adults from the progeny broods are preserved in
Beem® capsules and their associated larval and pupal exuviae are preserved in ethanol for future study. The
holotype and most paratypes are deposited in the Natural History Museum (BMNH), London. The fol1owing
paratypes are deposited in the National Institute of Malariology, Parasitology and Entomology (NIMPE),
Hanoi: DPI5-1, -2, -3, -6, -7; DPI6-1, -2, -3, -6, -7; DP17-16 through -10; DP18-1, -2, -3, -9, -10; DP19-1, -2,
-3, -6, -7; DP20-1, -2, -3, -6, -7; DP22-1, -2, -3, -6, -7; DP23-1, -2, -3, -6, -7, -17, -18; DP24-1, -2, -3, -6, -7;
DP25-1, -2, -6, -7; DP26-1, -2, -3, -6, -7; DP28-4 through -8; DP2-4 through -15; DP30-4, -5, -8, -9, -Il, -13,­
15; DP31-2, -4, -6, -7, -8, -14, -15; DP32-2, -3, -4, -7, -9; DP33-3, -4, -6, -9, -12 through -15; DP34-4, -5, -7,­
10, -Il, -12; DP35-4, -5, -6, -12 through -15.
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Table 1. Relative numbers ofnuclear ITS2 and partial mtDNA COI and Cyt b sequences generated for A. sundaicus and A.
epiroticus. lSarawak, Malaysia.•Neotype locality.

Country Province Code A. sundaicus A. epiroticus
ITS2 COI CytB ITS2 COI Cyt B

Cambodia Kaôh Kong CKK - - - - 2 5
Malaysia Lundu l * MAL 13 27 7 - - -

Miri l MAM 16 22 6 - - -
Terrengganu MAT - - - - 4 6

Thailand Trat TTR - - - 6 II 6
Pattani TPA - - - - 4 8

Phangngu TPG - - - 13 5 5

1

Vietnam Bac Liêu VBL - - - 35 7 7
Can Gio VCG - - - 14 1 -

HaGiang VHG - - - 1 - -
Ho Chi Minh VHCM - - - 6 15 7

Soc Trang VST - - - 4 1 -
Tien Giang VTG - - - 1 - -
Tra Vinh VTV - - - 2 - -
Total 29 49 13 82 50 44

Table 2. Range (mode) of branches for pupal setae ofAnopheles epirotieus sp. n. (in boldface type) and An. sundaieus (below
boldface entries).

Setae Cephalo Abdominal segments Paddle
thorax

no. CT II III IV V VI VII VIII Pa
0 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1
1-3(2) 45-101(82) 5-7(5) 3-5(4) 2-4(3) 1,2(1) 1 1 1
2,3(3) "'100 4-9(5) 3-6(4) 3-6(4) 1,2(1 ) 1 1 1

2 1-4(2) 3-6(5) 4-6(4) 4-6(5) 3,4(3) 1-5(3) 2-4(3) 2-4(2) 1-4(2)
2-5(4) 3-7(6) 2-7(6) 4-7(5) 2-5(4) 3-5(3) 3-5(3) 3-5(3) 1-3(2)

3 2-5(3) 1,2(1) 1-3(1) 1-6(3) 3-6(3) 1-3(1 ) l ,2( 1) 1-5(2)
2,3(3) 1,2(1) 1-7(1) 1-3(3) 4-7(6) 1-3(2) 1-3(1 ) 1-3(3)

4 1-3(2) 3-7(4) 2-5(3) 1-5(4) 1-5(4) 1-4(3) 1,2(1 ) 1-3(1) 1,2(1)
1-3(3) 4-7(5) 1-5(2) 2-5(3) 1-5(3) 1-4(2) 1 1 1,2(1 )

5 2-6(5) 1-3(2) 2-6(4) 4-6(5) 2-5(3) 3,4(3) 2-4(3) 2-4(3)
5-9(6) 2,3(2) 3-6(4) 3-7(5) 3-5(4) 3-5(4) 3,4(4) 3,4(4)

6 1-3(2) 1,2(1) 1,2(1) 2-5(3) 1-4(2) 1,2(2) 1,2(1 ) 1-4(2)
1-3(3) 1,2( 1) 1,2(1) 3-6(3) 2-4(3) 2 1-3(2) 2,3(2)

7 1-3(2) 1-6(3) 1-3(2) 1-4(1) 1-4(1) 1-5(1) 1-4(1 ) 1-3(1)
2,3(2) 2-6(4) 3-7(4) 2-4(2) 1-3(2) 1-4(3) 1-4(2) 1,2(1 )

8 1,2(1 ) 1-4(3) 1-3(2) 1-4(2) 1-4(2) 1-4(3)
1,2(1 ) 2.3(2) 2,3(2) 1-3(2) 2,3(2) 2-4(3)

9 1-3(2) 1 1 1 1 1 9-18(11)
1-3(3) 1 1 1 1 1 9-14(10)

10 1-4(1 ) 1-3(1 ) 1 1 1 1,2(1)
1,2(1) 1-3(2) 1 1 1 1-3(1)

11 1-4(3) 1,2(1) 1,2(1) 1,2(1 ) 1,2(1 ) 1,3(1)
2-4(3) 1 1 1 1 1-3(2)

12 1-4(2)
1-4(2)

14
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Head Thorax Abdominal segments
le
l. e p M T II III IV V VI VII VIII X

1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 5-13 18- 1,2(1) 3-8(5) 8- 9- 12- 10- 9- 8- 1
1 (10) 32(28) 1,2(2) 5-9(6) 16(10) 16(11 ) 16(14) 17(15) 15(14) 15(11 ) 1

6- 22- lO- 11- 13- 12- 12- 12·
15(10) 30(26) 16(12) 17(14) 16(15) 17(15) 16(14) 15(12)

7-13(8) 1 1,2(1) 1-5(2) 2-4(3) 2-6(3) 1 1 1,2(1 ) 2-4(2) 2-4(4) 12-
5-10(9) 1,2(1) 1 1,2(2) 3-5(4) 2-5(3) 1 1 1,2(1) 2,3(3) 4-7(6) 29(13)

13-
19(14)

1-4(3) 1-3(1) 1,2(1) 1-3(3) 1,2(1 ) 1,2(1 ) 1-3(2) 5- 8-
1-6(4) 1 1 2,3(3) 1 1 2,3(3) 11(7) 16(11)

5-9(6) 10-
17(12)

14- 2-4(3) 1-4(3) 3-8(5) 2-7(4) 1-64(3) 2-4(2) 2-4(3) 1,2(1 ) 1,2(1 ) 1,2( 1) 5-12
26(24) 2-4(3) 2-4(3) 5-9(6) 4-8(6) 2-4(3) 2,3(3) 2-4(3 ) 1 1 1 5-17

12-
21(17)

17- 14- 27- 2-8(3) 3-6(4) 3-6(3) 2-4(3) 3-5(3) 3-6(4) 3-6(5) 3-7(5)
24(20) 25(23) 42(35) 3-5(5) 5,6(5) 4-6(5) 3,4(4) 3-6(5) 5-7(5) 5-8(6) 3-5(4)

15- 17- 28-
24(20) 27(22) 44(34)

13- 1 1-6(2) 2-4(3) 20- 22- 22- 2-4(2) 2,3(2) 2,3(3) 2-4(3)
22( 16) 1 3-6(4) 1-4(3) 37(32) 40(35) 33(23) 2,3(3) 2,3(3) 2,3(3) 3-5(4)

13- 24- 27- 22-
20(18) 36(29) 36(33) 31(27)

17- 14- 2-5(4) 21- 25- 25- 2-4(3) 2-6(3) 1-5(3) 1-5(3) 2-4(3) 4-9(7)
25(20) 25(23) 2,3(3) 41(34) 39(32) 41(33) 3-5(4) 2-5(4) 2-5(4) 2-4(3) 2-4(3) I-S, 4-8(8)

16- 15- 26- 25- 28-
25(20) 25(21) 38(28) 35(32) 39(37)
1,2(1 ) 19- 12- 14- 1-3(2) 2,3(2) 2 1-3(2) 1-3(2) 2-6(3) 2-7(4)
1-3(1 ) 38(33) 23(14) 43(40) 2 2,3(2) 2,3(2) 1-3(2) 2,3(2) 3-5(4) 2-S, 4-7(4)

24- 14- 30-
34(29) 21(16) 45(40)

3-5(4) 1-4(2) 1 14- 3 3-9(5) 2-7(5) 2-4(3) 2-4(3) 2-5(3) 1-4(3) 1-3(1 )
3-6(5) 1-4(2) 1 39(20) 3,4(3) 5-8(7) 4-6(4) 3-5(3) 3-5(3) 2-4(3) 2-5(3) 6-S, 1-3(2)

13-
21(14)

2,3(2) 1,3(1 ) 12- 1-4(3) 1,2(1 ) 1-3(1) 1,2(1) 1-3(2) 1-8(5) 1,2(2)
2,3(2) 1 32(18) 2-4(2) 1 1 1,2(1 ) 1-3(2) 4-9(5) 7-S, 1-3(2)

12-
26(21)

18- 0,1(0) 3 2-4(2) 1-4(2) 1,2(2) 1,2(1 ) 1-3(2) 1-4(3)
39(31) 3,4(3) 2-4(3) 1-3(2) 1-3(2) 1-3(2) 1,2(1 ) 8-S, 2-4(3)

24-
35(32)
2-5(3) 1 1,2(2) 1-3(2) 2,3(2) 1-3(1) 1-3(2) 1-3(2) 1-3(2) 1,2(1) 1,2( 1) 9-S, 2-4(3)
3-5(3) 1 1 1,2(2) 1-3(3) 1,2(1 ) 1-3(2) 2 1-3(3 ) 1-3(1 ) 1 2-4(3)
3-5(3) 2-4(3) 3-6(4) 2-4(3) 2,3(3) 3,4(3) 2-5(3) 2,3(3) 2-5(3) 2-7(6) 2-7(3)
3-6(4) 3-5(4) 4-8(6) 3,4(3) 3 3,4(3) 3 3,4(3) 3 4-9(6) 3,4(3)

a 3-5(4) 5-10(6) 1 1 1 1 1
5-7(6) 3,4(4) 5-12(9) 1 1 1 1 1

a
9-

15( 12)

a Not observed.
Table 3. Range (mode) of numbers of branches for fourth-instar larval setae of Anopheles epiroticus sp. n. (in boldface type) and
An. sundaicus (below boldface entries).
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Fig. 1. A 663-bp alignment of the nuclear ITS2 region for 29 A. sundaicus (662 bp) and 82 A. epirolicus sp.n. (663 bp). Three
variable bases are highlighted in bold.

11111111112222222222333333333344444444445555555555666666666
12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678

epiroticus ATCACTCGGCTCGTGGATCGATGAAGACCGCAGCTAAATGCGCGTCAGAATGTGAACTGCAGGACACA
sundaicus .

epiroticus
sundaicus

epiroticus
sundaicus

epiroticus
sundaicus

epiroticus
sundaicus

epiroticus
sunda.lcus ....

epiroticus
sundaicus

epiroticus
sundaicus

epiroticus
sundaicus

epiroticus
sundaicus

1111111111111111111111111111111111111
67777777777888888888899999999990000000000111111111122222222223333333
90123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456
TGAACACCGATAAGTTGAACGCATATGGCGCATCGGACGTTTCAACCCGACCGATGCACACATCCTTG

11111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111122222
33344444444445555555555666666666677777777778888888888999999999900000
78901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234
AGTGCCTACTAGGTACTTCGATTTTCCTATAATTAGACTACAGACGGGCGCCACTAACGGGCTGACGG

22222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222
00000111111111122222222223333333333444444444455555555556666666666777
56789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012
GCTATCCGTCGTCTGGCGTGCGACTGTGCAGCATGGCGTGCTCGGGTCTCGGCGTGGACCCTTGGGCG

22222222222222222222222222233333333333333333333333333333333333333333
77777778888888888999999999900000000001111111111222222222233333333334
34567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
CTGAAAGTGGATACTCTGTTTGAGCGGCACCTTTGCGTGTGCTCTCCTAAGTGTCGACGTATGGTGAG

33333333333333333333333333333333333333333333333333333333333444444444
44444444455555555556666666666777777777788888888889999999999000000000
12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678
GGTAGTGTCAAGCCGCACGGTGCGACAACACAAGCGTACTGTCGAGTTTGGTGCAATCGGATGCCTAC

44444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444
01111111111222222222233333333334444444444555555555566666666667777777
90123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456
TACCATGGGCGGTGCCGGCGTGCATTCAACACTCGACGTGCGTGTCCTGTATCAACCGGATGCCAACT

44444444444444444444444555555555555555555555555555555555555555555555
77788888888889999999999000000000011111111112222222222333333333344444
78901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234
GCTGTGTCAGTTGGTGGTGTCGGCGCAGACAGGACGCGCGCGTACGCTTGAGTCGTGTAACGCGTGCG
. .c T .

55555555555555555555555555555555555555555555555555555556666666666666
44444555555555566666666667777777777888888888899999999990000000000111
56789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012
ACCCATACACGTACCTGCTTGAGCTGTGCGTTGCGAGCTGGAGAGTTGCCAGACGGAGCAAATACCAC

666666666666666666666666666666666666666666666666666
111111122222222223333333333444444444455555555556666
345678901234567890123456789012345678901234567890123
ATACTCCAGTAGGCCTCAAGTGATGTGTGACTACCCCCTAAATTTAAGCAT
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Fig. 2. Alignment orthe polymorphie sites along a 445-bp fragment orthe mitochondrial COI gene in 49 A. sundaicus (SUN) and
50 A. epiroticus (EP). Numbers in parentheses following the haplotypes indicate the number of individuals represented, Base 294 is
highlighted as a species diagnostic polymorphism.

1111111111 1112222233 33344444
2233344568 0002355666 7891348916 78922233
7836928107 0250209358 4356192424 81336925

EPCOI-1 (11) GTATACACAA CGAGAGTCAT GCAAGGAGAT CAATCTCC
EPCOI-2(4) .G. · .
EPCOI-3(3) AC. .C T. . .. .G.A . . C
EPCOI-4 (3) A. . . . T . .. .G. .C .C .
EPCOI-5(2) . G. .. . .C .
EPCOI-6(2) A. .T.T.T · .C .G. .C
EPCOI-7(2) AC. . T . G. .G. .C .G .
EPCOI-8(2) A. · . · .
EP1169TTR A. . T.T . T .. .T.G. .C .T . · .
EP1171TTR .T · . . A. · . · .G. .C .G .
EP1173TTR A. . C. .T · . · . ... G. .C
EP1174TTR A. · .T · . · . · . · . .G.A . . . C · . · .
EP24TTR · . .T · . . A. · . .G . . G. . C .G . · .
EP20TTR A. .T.T · . .... . .G. .C · . · .
EP6TPG · . · . TA . . G. .. . .T. .G . · . .T.
EP14TPG AC. · . .T T. · . · . · .G.A. .C · .
EP15TPA . G. · . · . .G . o ••• · .T. · . · . .TT
EP22TPA .G. . C .. T · . . G. o ••• A.. T . .G. · . .T .
EP25TPA . . G. · . · . · . .. . T.A. ·. .G . .T .
EP29TPA .G. . T .. . . .. TAA .... · .G.T. · .
EP18VHCM · . . ...... .A. O" • · . · . · .
EP27VHCM · . .T. ... . · . · . · .
EP12VHCM .. . · . .G .... · . · .
EP45VHCM · . · . · . · . · . .AA. · . · .
EP93VBL · . · . .A. · . · . · . · .
EP19CKK · . · . · . · . . . .C ..
EP60CKK A. . . · .T . A. · . · .G . .G .. C .G. · .
EP4MAT A. .T · . .G.A .. . C · . .C .
EP5MAT A. · . .T . AC .. · . · . .G . .C · .
SUNCOI-1(16) A.. .G. . G.C. · . . T.A.A. G. · .
SUNCOI-2 (13) A... . GT .G. · . . T . . A . G. . C .
SUNCOI-3(8) A. · . .TGT . G.C. . T . . A. G. .C .. · .
SUNCOI-4(3) A.. · . .GT . G.C .. · .T . . A.. A. .C.
SUNCOI-5(2) A.. · . . .G. · . · .T . . A. G. . .
SUN2261MAL A.. .. . .G . . G.C. · . · .TA . . A .. G. . C.
SUN1391MAM A.. · . · . . GAC. · . . T . . A . G..
SUN48MAM A.. .GG · . . G.C. · . · . .T.A.A.. G.. ..
SUN14MAL A.. · .G · . . G.C. . T . . A . G. ..
SUN6MAL A.. .TGT . G.. · . . T.A.A. G.. C.. · .
Fig. 3. Alignment of the polymorphie sites along a 485-bp fragment ofmitochondrial Cyt b sequences of 13 A. sundaicus (SUN)
and 44 A. epiroticus (EP). seqnences, showing only variable bases. Bases indicated in bold (12, 267, 297, 469, 474) represent
species-specific differences in the samples studied to date. Numbers in parentheses following the haplotypes indicate the number of
individuals represented.

SUNCB6MAL
SUNCB-1(6)
SUNCB-2(4)
SUNCB-3(2)
EPCB-1(12)
EPCB-2(4)
EPCB-3(4)
EPCB-4(3)
EPCB-5(2)
EPCB-6(2)
EPCB-7(2)
EPCB27 92VBL
EPCB24VHCM
EPCB19CKK
EPCB57CKK
EPCB6TPG
EPCB202TPG
EPCB14TPG
EPCB15TTP
EPCB25TTP
EPCB26TTP
EPCB22TTP
EPCB1MAT
EPCB3MAT
EPCB5MAT

1111222223334444444
11291336123691781226667

723464265384775867562894
GTATGTTCTAAACTCTTAGCCACC
.•••••••••••••••.• A ...••
.......•..• G •• T ••• A ••.••
••••.••••...•• T A ...••
.C. CA .. TC TC A.. GTT
.C. C T TC AT .. TT
C. C T TC A TT

.C. CA .. T TC .. C .A TT

.C. CA .. T TC A. T. TT

.C. CA .. T TC A TT

.C. CA.AT TC A TT
.C. CA .. TC TC .. C .A.. GTT
.C. CA .. TC TC A... TT
.C.CA .. TC TC AT. GTT
CC.CA .. TC TCA A.. GTT
.C.C ... TC TCT A. T .TT
. C.CA .. T TCT A... TT
.C. CA .. T .. T. TC A. T .TT
.C T TC A TT
.C. C TCT A TT
.CTCA .. TC TC A.. GTT
.C .. A.. T TC.C. GA ... TT
.C.CAC.T TC A.T.TT
.C .. A.. T TC A. T .TT
.C. CA .. T. G.. TC A... TT
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Fig. 4. Pupa and male genitalia of Anopheles epiroticus sp.n. Pupa: (A) left side of cephalothorax, dorsal to right: (8) dorsal (Ieft)
and ventral (right) aspects ofmetathorax and abdomen. C, Male genitalia, aspects as indicated. Ae = aedeagus: CI = c1aspette; cr
= cephalothorax; Ge = gonocoxite; Gs = gonostylus; LAe = leanets of aedeagus; Pa = paddle: Ppr = paraproct: Pr = proctiger: 1­
VIII = abdominal segments I-VIII: 0--14 = setal numbers for specified areas, e.g., seta 3-1. Scales in mm.
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Fig. 5. Fourth-instar larva of Anopheles epiroticus sp. n. A, Head, dorsal (Ieft) and ventral (right) aspects of left side; B, thorax
and abdominal segments I-VI, dorsal (Ieft) and ventral (right) aspects of left side; C, abdominal segments VII-X, left side; D,
paImate seta I-IV showing the structure ofleanets. A =antenna; C =cranium; M = mesothorax; P = prothorax; S =spiracular
lobe; Sa =saddle; T = metathorax; I-VIII, X =abdominal segments I-VIII, X; ~I5 =setaI numbers for specified areas, e.g., seta
5-C. Scales in mm.
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ANNEXE 3 : REFERENCES DES IMAGES SATELLITES

Liste des images satellites pour chaque village avec le type de satellites, la date de chaque image et la
composition colorée pour celles obtenues de LANDSAT.

Code Village

VBLA

VBLB

VBTA

VBTB

VCMA

VCMB

VCMC

VCMD

VHCA

VHCB

VKGA

VKGB

VLAA

VLAB

VSTA

VTGA

VTGB

VTVA

Référence de l'image

SPOT XS KJ 275-331 - 05/02/2001

SPOT 5 - KJ 274-332 - 19/01/2003

LANDSAT 7 - 13/02/2002 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 13/02/2002 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 07/02/2003 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 07/02/2003 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 07/02/2003 - RGB: 452

SPOT 5 - KJ 274-332 - 19/0112003

LANDSAT 7 - 13/02/2002 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 13/02/2002 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 07/02/2003 • RGB: 452

LANDSAT 7 - 07/02/2003 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 13/02/2002 - RGB: 452

LANDSAT 7 - 13/02/2002 - RGB: 452

SPOT XS KJ 275-331 - 05/02/2001

SPOT 5 - KJ 276-329 - 09/02/2003

SPOT 5 - KJ 276-329 - 09/02/2003

LANDSAT 7 - 13/02/2002 - RGB: 452
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ANNEXE 4: IMAGE SATELLITE, CARTE D'UTILISATION DES SOLS ET IllUSTRATION DES VillAGES ETUDIES

DANS LE SUD VIETNAM

LEGENDE
o -BAR€: LAnoo -B€:ACH

O-E-FOR-EST-EO r1lAnG Rov-E
-E ST UA R'T'
-FOR-EST PLAnTATion

_ -FRUIT TR-E-E PLAnTATion
El GRASSLAno

HIGHL'T' O-E-FOR-EST-EO rTlAnGROv-E
IRRIGAT-EO RIC-E -FI-ELOS ln PLAins OR vALL-E'T'S

_ nATlv-E rTlAnGROv-E
R-EGROUJTH J1lA.nGROv-E
RIC-EO-FISH -FARrTlS

_ Rlv-ER
o RURAL HA-BITAT

RURAL HA-BITAT Ano GARO-EnS
S-EA
SHRlrTlP -FARrTlS

~
SO'T'A -B-EA n
UR-BAn HA-BITAT
v-EG-ETA-BL-ES OR -FRUITS
UJ-ETLAnOS

VBLA· BAC LIEU, VINH LOI, HUNG THANH, GIA HOI (N9°22'13.4" El05°4S'39.S")

10 kms

Bassins d'élevage de crevettes

Utilisation des sols

Dates de collecte: 5-12 avril 2003

Espèces trouvées: An. barbiroslris, An. sinensis, An.

sundaiclIs, An. lessellalllS
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VBLB, BAC LIEU, DONG HAl, AN TRACH, VAN DUC A (N9°11'Ol.0" El0so18'12.4")

Image satellite Utilisation des sols

Dates de collecte: 14-16 av ri 12003 / 15-18 oct 2003

Espèces trouvées: An. nimpe, An. sundaiclis / An. nimpe.

An. sinensis. An. sundaiclIs, An. lesse//alus

VBTA, BEN TRE, BINH DAI, THUA DUC, THUA LONG (Nl0009'S7.S6" El06°4S'39.17")

Image satellite Utilisation des sols
~glIlI~~

Dates de collecte: 5-1 1 avri 12003

Espèces trouvées: An. indiginilus, An. nimpe, An. subpicIliS.

An. sundaicus. An. vagliS
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VBTB, BEN TRE, THANH PHU, THANH PHONG, THANH PHUOC (N9°S 1'42.07" El06°3S'04.7")

Image satellite

Bassins aquacoles d'eau saumâtre

Utilisation des sols
~~~~~

Dates de collecte: 15-22 avril 2003

Espèces trouvées: An. indiginilus, An. nimpe, An. subpiclus,

An. sundaicus, An. vagus

VCMA, CA MAU, U MINH, KHANH AN, AP (N9°14'47.04" ElOso04'24.SS")
Imaoe satellite Utilisation de;p:.s,:;:.so:;,;l,:;.s ...r=

Dates de collecte: 19-21 avri 12003

Espèces trouvées: An. barbiroslris, An. nimpe, An.

sundaicus

Bassins d'élevage de crevettes
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VCMB, CA MAU, CAl NUOC, TRAN THOl, MY HUNG (N8°51'55.05" El 05°0'51.4")

Utilisation des sols
g

Dates de collecte: J 9-21 avril 2003

Espèces trouvées: An. sundaicus

Bassins l'élevage de crevettes

VHCA, HO CHI MINH, CAN GIO, AN THOl DONG, AN DONG (Nl0034'17.7" El 06°48'51.8")
Image satellite Utilisation des sols....,........~

Dates de collecte: 04-08 avri 12003 / 10-21 oct 2003

Espèces trouvées: An. nimpe, An. sundaicus / An. nimpe,

An. sundaiclis. An. lessel/alus

Déforestation et préparation des bassins d'élévage
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VHCB, HO CHI MINH, CAN GIO, TAM TON HIEP, TRAN HliNG DAO (N10037'OS.04"

El 06°S1'21.0")

Uti lisation des sols

Dates de collecte: 12-15 avril 2003

Espèces trouvées: An. nimpe, An. sundaicus

Déforestation et bassins d'élévage de crevettes

VKGA, KIEN GIANG, AN MINH, AN MINH BAC, AN THANH (N9°36'S4.9 ElOso02'29.2")
Image satellite Utilisation des sols

1

-t ,
-

Dates de collecte: 04-08 avril 2003

Espèces trouvées: An. sinensis, An. sundaiclls

Rizières et habitation
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VKGB, KIEN GIANG, AN MINH, MINH 'ruAN, MINH KIEN (N9°32'47.66" E10s 0 9'3.2l")
1ma 0 e sate Il ite ') isaO'.!.ti~on~de""sC-"s~o-,-,,1s'------U----",-."""il

Dates de collecte: 12-14 avril 2003

Espèces trouvées: An. sinensis, An. subpiclus, An. sundaicus

Mare d'eau douce chrgée en fer

VLAA, LONG AN, CAN DUOC, LONG HUU DONG, LONG NINH (N10 0 29'S3.7" El 060 42'33.9")

Dates de collecte: 18-21 avril 2003

Espèces trouvées: An. subpiclus, An. sundaicus

ANNEXES. 173



VLAB, LONG AN, (AN GIUO(, PHUO( LAI, TAN THANH (N 10°36'29.3" El 06°40'40.3")
Image satellite Utilisation des sols

r-----.~~=_--.:::-\-......,......""'3II_...--,.,_,

Oates de collecte: 24-27 avril 2003

Espèces trouvées: An. subpiclus, An. sundaicus

VTGA, TIEN GIANG, GO (ONG DONG, TAN THANH, (AU MUONG (N10016'5S.2"E106°46'06.9")

Oates de collecte 25-30 mai 2003

Espèces trouvées: An. sinensis, An. subpictus, An.

sundaicus

---­Bassin d'élevage de crevettes asséché au premier plan et cultues annueles au deuxième plan
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VTGB, TIEN GIANG, GO CONG TAY, BINH PHU, THO KHUONG (Nl0024'3S.4" El06°3S'12.6")
Image satellite Utilisation des sol

Dates de collecte: 02-06 mai 2003

Espèces trouvées: An. barbirostris, An. campesIris, An.

indeflnitus, An. sinensis, An. subpiclus, An. sundaicus,

An. lesse/alus, An. vagus.

VCMC, CA MAU, CAl NUOC, DONG THOl, BAU TRON
Ima e satellite

. ! Utilisation des sols

Dates de collecte: 18-22 oct 2003 Densité d'An. sundaicus collectée sur homme: 156.81 m/h/n

Espèces trouvées: An. nimpe, An. sundaiclIs;.
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VCMD, CA MAU, DAM DOl, TAN THUAN, THUAN HOA B

Image satellite Utilisation des sols

Dates de collecte: 31 oct - 8 nov 2003 Espèces trouvées: An. nimpe, An. sundaicus.

VSTA, SOC TANG, VINH CHAU, VINH CHAU, DAI RUNG
Ima e satellite

Dates de collecte: 31 oct - 8 nov 2003 Espèces trouvées: An.campeslris, An. sundaicus, An. sinensis, An.

lessellalus

VTVA, TRA VINH, DUYEN HAl, LONG HIEU, APII
Ima e satellite Utilisation des sols

Dates de collecte: 31 oct - 8 nov 2003 Espèces trouvées: An. campestris, An. sundaicus, An.

sinensis, An. tessellatus Densité d'An. sundaicus collectée sur homme: 43,65 m/h/n
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ANNEXE S FAUNE RESIDUELLE MATINALE
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En bas: proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes capturées en faune résiduelle
matinale en octobre/novembre 2003 (nombre de moustiques capturés par maison)
En haut: proportions relatives des densités d'espèces anophéliennes capturées en faune résiduelle
matinale en avril/mai 2003 (nombre de moustiques capturés par maison)
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RESUME en fran§ais

Anophe/es sundaicus est un vecteur maleur du paludisme en Asie du Sud Est. Sa distribution s'étend sur les côtes de
l'Inde au sud Vietnam Jusqu'en Indonésie. L'hypothèse d'un complexe d'espèces a été avancée, d'une part, sur
l'observation de différences écologiques et sur la présence trois espèces A, B et C, mises en évidence par
cytogénétique et études Isoenzymatiques en Tha',lande et en Indonésie. Un quatrième cytotype a été observé dans
les îles Nicobar, Inde. Notre étude, basée sur des marqueurs moléculaires (mltochondrlaux et nucléaires), n'est pas
en congruence avec les résultats précédents. Nous avons démontré la présence de trois espèces allopatrlques : An.
sundaicus 5.5. présent dans le Nord de Bornéo, An. epiroticus réparti sur le continent du Vietnam, Cambodge,
Thaïlande jusqu'à la péninsule malaise, et An. sundaicus espèce E distribué en Indonésie. La différenciation de ces
trois espèces a eu lieu lors du Pléistocène au moment des variations cycliques du niveau de la mer dues aux cycles
glaciaires. leur mise en évidence est la première étape pour une meilleure compréhension de la biologie, du
comportement et de la capacité vectorielle du complexe. Afin de mener à bien l'étude sur le Complexe Sundaicus
et en l'absence de critères morphologiques discriminants, nous avons mis au point une méthode d'Identification
moléculaire par PCR multiplexe, facilement transférable dans les pays du sud concernés par l'étude du Complexe
Sundaicus. Une étude de caractérisation d'An. sundaicus s.l. dans les provinces du sud Vietnam a permis d'évaluer
l'environnement, le comportement et le degré de résistance cette région. Les gîtes larvaires propices à An.
sundaicus 5.1. sont des bassins ou mares ensoleillés d'eau stagnante, saumâtre. Cette description correspond aux
bassins d'élevage de crevettes largement répandus dans la région asiatique. An. sundaicus s.l, est principalement
anthropophile et aussi bien endophage qu'exophage. Aucune population n'a été observée résistante. Cependant,
des populations restent à surveiller en terme d'évolution probable de la résistance à certains pyréthrinoïdes. la
synthèse de ces données Intégrée dans un Système d'Information Géographique a pour but de mettre en place des
stratégies de lutte antivectorlelle plus appropriées et de développer un système de prédiction de présence d'An.
sundaicus 5.1. Le paludisme au sud Vietnam est actuellement sous contrôle avec très peu de cas de paludisme
recensés. Cependant, An. sundaicus s.l, est régulièrement Impliqué dans des épidémies. De ce fait, face à
l'augmentation de densités d'An. sundaicus5.1. due à l'expansion des fermes d'élevage de crevettes, la vigilance de
ce vecteur doit rester accrue et la lutte antlvectorielle avant tout maintenue.

MOTS-CLES: Complexe Sundalcus, paludisme, Asie du Sud-Est, taxonomie, phylogéographie, Identification,
système d'information géographique, environnement, comportement, résistance, lutte antivectorlelle.

TITRE en anglais : An. sundaicus s.l., meler malaria vector on the coastal area of Southeast Asia. From Its
characterization to its surveillance in southern Vietnam.

RESUME en anglais
Anophe/es sundaicus is a major vector of malaria ln southeast Asia. Its distribution extends from the coasts of Indla
to southern Vietnam southwards to Indonesia. The hypothesis of a specles complex has been suggested on the basis
of ecological variations, as weil as the presence of three specles A, Band C in Thalland and Indonesia, revealed
by cytogenetics and Isozyme analyses. A fourth cytotype has also been observed ln the Nicobar Islands, Indla. Our
study, based on molecular markers (mltochondrial and nuclear), 15 not congruent wlth the previous results. We
demonstrated the presence of three allopatrlc speelesr An. sundaicus s.s, that occurs ln northem Bomeo, An.
epiroticus distrlbuted on the continent from Vietnam, Cambodia, Thailand southwards to the Malayslan Peninsular,
and An. sundaicus species E present throughout Indonesia. The dlfferentiatlon of these three specles occurred durlng
the Pleistocene as the consequence of cyclical variations of sea level from glacier cycles. This evidence 15 the flrst
step for a better comprehension of the biology, the behavlour and the vectorlal capacity of the complex. For
further investigation of the Sundaicus Complex and in absence of discriminant morphological characters, we
developed a molecular Identification method by multiplex PCR, easlly transferable to south countries concerned by
the study of the Sundalcus Complex. A characterisatlon study of An. sundaicus s.l, In the provinces of southem
Vietnam allowed the evaluatlon of the envlronment, the behavlour and the level of reslstance ln thls reglon. The
preferential larval habitats of An. sundaicus 5.1. are sunllghted pools or ponds wlth stagnant bracklsh water. This
description corresponds to shrlmp farm ponds, wldely represented ln the Aslan reglon. An. sundaicus 5.1. Is mainly
anthropophllic and as endophagic than exophagic. No population was found reslstant. However, some populatians
need to be monltored for a possible evolutlon of the reslstance to some pyrethrolds. The objective of Integrating
the synthesis of these data Into a Geographlc Information System Is to develop not only more appropriate vedor
control strategies, but also a predictive system of An. sundaicus 5.1. presence. Malaria in southem Vietnam 15 naw
under control wlth a small number of malaria cases reported. However, An. sundaicus 5.1. is regularly Involved ln
outbreaks and epidemlcs. Therefore, with the Increase of An. sundaicus s.l, densitles as the result of the expansion of
shrlmp farmlng, the vigilance of this vector has to be enhanced.and vector control moreover malntalned.
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