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Introduction

Le paludisme reste encore de nos jours I’un des problémes majeurs de santé publique. En 2019, le
nombre de cas enregistré a été estimé a 229 millions dans 87 pays d'endémie et celui des déces a
409 000 dont 67% chez les enfants de moins de 5 ans (OMS, 2019). Il sévit principalement en
Afrique ou sont enregistrés 82% des cas et 94% des déces (OMS, 2019). Cette situation s’explique
entre autres par I’existence de conditions locales et environnementales favorables au
développement de ses vecteurs (Pages et al., 2007). C’est le cas des especes du complexe
Anopheles gambiae qui assurent la plus grande partie de la transmission du paludisme en Afrique
(Coetzee et al., 2000). La plupart des études menées sur les espéces de ce complexe ont toujours
¢été axées sur la bio-écologie des populations imaginales qui du fait de leurs exigences écologiques,
sont adaptés a différents habitats. Chez les populations aquatiques, la distribution est liée a I’eau
douce (cas des espéces An. gambiae, An. arabiensis, An. coluzzii entre autres) ou saumatres (cas
des espéces An. melas et An. merus) avec différentes variantes selon les contextes. Les observations
faites jusqu’ici mettent ainsi en évidence une préférence des stades aquatiques aux gites ouverts et
ensoleillés (Gillies & De Meillon, 1968 ; Gimnig et al., 2001 ; Kindu et al., 2018). Chez An.
arabiensis, en particulier, une préférence supplémentaire spécifique a des habitats artificiels
comme les zones de riziculture et de maraichage a été observée (Githeko et al., 1996 ; Robert et
al., 1998). Cependant, malgré ces différences, les espéces peuvent souvent étre retrouvées dans un
méme habitat (Charlwood & Edoh, 1996 ; Minakawa et al., 1999). Concernant les stades adultes,
plusieurs observations ont montré une prédominance ou une présence exclusive temporaire ou
spatiale d’une espéce par rapport aux autres (Touré et al., 1998). Des résultats similaires ont
¢galement été observées entre les especes An. gambiae et An. coluzzii en zone de sympatrie au
Sénégal (Niang et al., 2019). Ainsi, méme si ces variations sont souvent attribuées a des différences
au niveau des habitats larvaires, les mécanismes ou les parameétres en jeu restent inconnus. Il
demeure cependant, que ’habitat larvaire est un des plus importants déterminants de la distribution
et de 1’abondance des populations adultes. L’identification des parametres qui influent sur la
présence des populations vectorielles, la dynamique et la productivité des habitats larvaires est ainsi
d’une importance capitale.

La présente étude est proposée dans ce contexte pour étudier dans une zone de sympatrie la
ségrégation entre les populations d’An. arabiensis, d’An. gambiae et d’An. coluzzii a travers I’¢tude

de I’influence de quelques paramétres biotiques et abiotiques dans un contexte ou les seules



données disponibles ont été obtenues chez des populations adultes avec comme objectifs
spécifiques :

V' de décrire les types de gites

v d’identifier les paramétres majeurs impactant la présence et les fréquences de chacune des

especes

En plus de I’introduction, le mémoire comprend :

v' le chapitre 1 qui présente une synthése bibliographique,

v’ le chapitre 2 qui décrit le site d’étude et la méthodologie utilisée,

v’ le chapitre 3 qui présente les résultats obtenus et la discussion.

Le reste du document comprend les références bibliographiques et un annexe.



Chapitre I : Synthese bibliographique

1. Généralités sur les vecteurs du paludisme

Le paludisme est une maladie endémique en Afrique. Il est dii a des parasites du genre Plasmodium
dont la transmission est assurée par une femelle de moustique du genre Anopheles. On dénombre
une cinquantaine d’especes de ce genre impliquées dans la transmission mais seulement une
vingtaine d’entre elles ont une importance épidémiologique (Pages et al., 2007). Les anophé¢les
compétents pour transmettre le Plasmodium différent selon la zone géographique, la majorité
appartenant a des complexes ou des groupes d’espéces. En Afrique tropicale, on trouve entre autres,
les espéces du complexe An. gambiae, du groupe funestus et du complexe nili (Carnevale & Robert,
2009).

1.1. Systématique

Les anopheles appartiennent a I’embranchement des Arthropodes, a la classe des Insectes, a la
sous-classe des Pterygota, a I’ordre des diptéres, au sous-ordre des Nématoceres, a la famille des
Culicidae, a la sous-famille des Anophelinae et au genre Anopheles (Tableau I). Ils sont caractérisés
par la présence de pattes articulées et leur corps est segmenté en trois parties : téte, thorax,
abdomen. Ils présentent deux paires d’ailes dont une fonctionnelle.

Tableau I : Position systématique des anophéles (Harbach, 2004)

Embranchement * Arthropoda : pattes articulées

Classe * Insecta : corps segmenté en trois parties
Sous-classe * Pterygota : avec des ailes
Ordre * Diptera : avec 2 paires d'ailes
Sous-ordre * Nematocera : avec antennes rondes et longues
Famille * Culicidae : moustiques
Sous-famille  Anophelinae

Genre  Anopheles



1.2. Cycle de développement
Les anopheles sont des diptéres holométaboles. Ils subissent des métamorphoses complétes. Leur

cycle de développement comprend 2 phases : une phase aquatique et une phase aérienne.

1.2.1. Phase aquatique

Elle concerne les ceufs, les larves et les nymphes.

- Les ceufs

Les femelles d’anophé¢les pondent leurs ceufs au vol a la surface de 1’eau. Les ceufs sont
généralement fusiformes de couleur blanche au début puis brune. Ils portent deux flotteurs latéraux,
ont une taille d’environ 0,5 millimétre de longueur et peuvent étre jusqu’a 300 en une seule ponte.

Ils éclosent 48h apres 1’oviposition et donnent naissance a la larve de stade I.

- Les larves

Elles sont aquatiques et mobiles. Leur évolution passe par 4 stades séparés par des mues. Leurs
tailles varient entre 2 et 12 mm. Elles sont dépourvues de siphon respiratoire et respirent
directement a la surface de 1’eau grace a des spiracles dorsaux. Au repos dans 1’eau, elles ont une
position horizontale, qui les différencient des larves des Culicinae. Elles se déplacent par saccades
et se nourrissent par filtration a la surface de 1’eau. La durée de vie larvaire est trés variable selon
I’espece et les conditions du milieu (entre 1 a 3 semaines). A maturité, la larve de stade IV subit

une métamorphose compléte pour donner une nymphe.

- Les nymphes

C’est le dernier stade pré-imaginal. A la fin du stade larvaire IV, de nombreuses transformations
se déroulent dont la lyse des muscles associée a I’¢laboration d’un systeme adapté a la vie aérienne.
La téte et ’abdomen sont fusionnés pour donner naissance a un céphalothorax globuleux. Les
nymphes ne se nourrissent pas. Elles s’approvisionnent des réserves stockées durant le stade
larvaire. Leur respiration est assurée par deux trompettes respiratoires situées a I’avant du
céphalothorax. Leur durée de vie est de 24 a 48h. A maturité, la cuticule se fend longitudinalement
et laisse apparaitre le moustique adulte a la surface de 1’eau (Carnevale & Robert, 2009 ; Fouet,

2010).



1.2.2. Phase aérienne

Elle concerne les adultes (males et femelles). Aprés 1’émergence, les adultes restent quelques
instants a la surface de 1’eau pour le durcissement de leur cuticule. Ils ont un corps constitu¢ de
trois parties : téte, thorax et abdomen. Le dimorphisme sexuel est trés marqué avec les males qui
se distinguent facilement des femelles grace a la présence d’antennes plumeuses et d’un génitalia
visible a I’extrémité de I’abdomen. L’accouplement se déroule dans des essaims formés par les
males souvent 24 a 48h aprés I’émergence. Le cycle gonotrophique (succession de prise de repas
sanguin, maturation des ceufs et ponte) débute apres 1’accouplement et est répété plusieurs fois
durant la vie de la femelle (Figure 1). Sa durée varie entre 2 et 3 jours selon le statut de la femelle
(nullipare ou pare, respectivement pour les femelles n’ayant jamais pondu ou celles ayant pondu
au moins une fois). Elle est également tributaire de 1’espéce et des conditions du milieu comme la
température (48h chez Anopheles gambiae a 23°C). Aprés 1’accouplement la femelle part a la
recherche d’un hote (homme ou animaux) pour la prise d’un repas de sang (Figure 1). Les femelles
ne sont inséminées en général qu’une fois dans leur vie. Elles possédent une spermathéque ou sont

stockés les spermatozoides apres 1’accouplement (Carnevale & Robert, 2009).

recher C{ l“" o ‘ “"{ é
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Figure 1 : Cycle de développement des moustiques du genre Anopheles (Carnevale & Robert,
2009)



2. Le complexe Anopheles gambiae

2.1. Composition

Le complexe An. gambiae a été décrit a la suite de plusieurs études utilisant différentes méthodes
notamment 1’étude de héritabilité de la résistance a la dieldrine, les croisements expérimentaux, la
cytogénétique et plus récemment la biologie moléculaire (Davidson, 1956 ; Paterson, 1964 ;
Coluzzi et al., 1979 ; Scott et al., 1993). C’est ainsi qu’actuellement une dizaine d’espéces sont
connues dans ce complexe (Figure 2). Il s’agit des espéces d’eau douce An. gambiae s.s., An.
coluzzii, An. arabiensis, des espéces d’eau saumatres An. melas et An. merus, An. bwambae connu
de sources minérales, d’An. quadriannulatus, d’An. comorensis et d’An. amharicus (Coetzee et al.,
2013). Une nouvelle espece a été découverte (An. fonteneilli) dans des zones forestiéres du Gabon

en Afrique Centrale (Barron et al., 2019).
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. . . Uniquement pour Anopheles gambiae 5.5, avec 5 formes
Niveau infra-spécifique 9 . p P & L
chromosomiques et 2 formes moléculaires (M et S)

Figure 2 : Présentation schématique du complexe Anopheles gambiae (Carnevale & Robert,
2009)

2.2. Distribution
Les especes du complexe An. gambiae sont localisées en Afrique tropicale et a Madagascar (Figure
3). Les especes An. melas et An. merus sont associées a 1’eau saumatre et sont présentes

respectivement le long des cotes d’ Afrique de 1I’Ouest et d’ Afrique orientale. An. quadriannulatus



est présent en Afrique du Sud-est et An. amharicus en Ethiopie. Les larves d’An. bwambae se
trouvent exclusivement dans les eaux minérales du parc national de la forét Semliki dans I’est de
I’Ouganda. An. comorensis a été découvert au niveau des iles du Comores (Lanzaro & Lee, 2013).
Anopheles gambiae, An. coluzzii et An. arabiensis sont les espéces les plus largement répandues
car elles sont présentes dans presque toute 1’ Afrique tropicale : An. gambiae est présent en Afrique
de I’ouest et en Afrique centrale et dans des iles de 1’Océan indien. An. arabiensis est surtout une
espéce des zones de savane alors que An. gambiae et An. coluzzii prédominent dans les zones plus

humides mais peuvent aussi étre retrouvées dans les zones sahéliennes (Lanzaro & Lee, 2013).

Figure 3 : Répartition des espéces du complexe gambiae en Afrique (d’aprés Lanzaro & Lee,

2013). A: An. arabiensis (rouge); B: An. gambiae s.s. (vert); C: An. melas (bleu), An. merus



(orange) et An. bwambae (cyan); D: An. quadriannulatus (ancienne espéce A) (jaune), An.

amharicus (ancienne espéce An. quadriannulatus B) (magenta) et An. comorensis (cyan encerclé)

2.3. Caractéristiques bioécologiques

Parmi les espéces du complexe gambiae, An. gambiae s.s., An. arabiensis et An. coluzzii sont les
principaux vecteurs reconnus bien que le rdle vectoriel de certaines comme An. melas a été mis en
¢vidence. Leur activité de piqlire est nocturne et commence souvent au crépuscule et se déroule
toute la nuit jusqu’au petit matin avec un pic dans la seconde partie de la nuit entre 3h et Sh du
matin (Carnevale & Robert, 2009).

Les populations pré-imaginales d’An. gambiae se développent dans des collections d’eau souvent
dépourvues de végétation (Betsi et al., 2012 ; Kindu et al., 2018). On les retrouve également dans
les gites artificiels de grande taille particulierement les riziéres aprés repiquage et les bas fond a
eaux stagnantes (Betsi et al., 2012). Ces gites sont en général a des pH acides ou neutres et a des
températures relativement basses en comparaison a ceux des Aedes et des Culex (Koumba et al.,
2018) et a des concentrations de sel inférieures a 30% a celle de I’eau de mer (Caputo et al., 2008).
Dans la zone du Sahel, les densités les plus élevées sont observées pendant la saison des pluies
(Faye et al., 1993). Le taux d’anthropophilie peut aller jusqu’a 74% pour An. gambiae (Diagne et
al., 1994).

An. arabiensis est souvent présent dans tous les bioclimats avec les fréquences les plus élevées
dans les zones sub-humides, séches et sub-arides (Leong Pock-Tsy et al., 2003). Ses taux
d’anthropophilie peuvent varier jusqu’a 70% dans certaines localités, ce qui en fait un bon vecteur.
Concernant An. melas, elle est retrouvée dans des eaux saumatres prés des littorales ou des zones

cotieres. Elle a une faible importance épidémiologique a cause de sa faible longévité (Diop et al.,
2002).

3. Les vecteurs du paludisme au Sénégal

Le paludisme sévit durant toute 1’année au Sénégal avec une recrudescence en saison des pluies
surtout dans les zones rurales. Une vingtaine d’espéces d’anophele est répertoriée dans le pays
parmi lesquelles An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis et An. funestus sont reconnues comme
vecteurs majeurs (Diagne et al., 1994 ; Niang et al., 2019) alors que An. pharoensis, An. nili et An.
melas sont considérés comme des vecteurs secondaires du fait de leur répartition focalisée et de

leur faible participation dans la transmission (Dia et al., 2003, 2008 ; Diop et al., 2002).
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An. gambiae et An. coluzzii sont prédominants dans les zones de savane humide alors que An.
arabiensis est majoritairement présent dans les zones de savane sahéliennes et soudano-sahéliennes
(Diaetal., 2008 ; Lemasson et al., 1997). D’ailleurs, An. arabiensis commence a étendre ses zones
de prédominance vers le sud (Niang et al., 2019). Il est le seul vecteur trouvé a Dakar et sa banlieue
(Kane-Dia et al., 2018).

An. funestus a été décrit dans toutes les zones bioclimatiques du Sénégal mais est plus abondant
dans les zones avec des gites permanents ou semi-permanents avec une végétation dressée ou
flottante (Fontenille et al., 1997 ; Dia et al., 2003 ; Samb et al., 2016).

An. pharoensis est présent dans presque toutes les régions climatiques du Sénégal. Il présente en
général une faible abondance a 1’exception du delta et de la moyenne vallée du fleuve Sénégal et
les zones de riziculture irriguée (Dia et al., 2008 ; Faye et al., 2011). An. nili est présent surtout
dans la zone du sud-est du Sénégal ou sa participation dans la transmission a été décrite (Dia et al.,

2003).



Chapitre I1 : Matériels et méthodes

1. Site d’étude

Le travail proposé a été réalisé dans 1’arrondissement de Toubacouta et ses environs du fait de la
présence sympatrique des espéces An. arabiensis, An. gambiae et An. coluzzii et de 1’observation
de taux d’hybridation contrastés entre ces deux dernieres (Caputo et al., 2008 ; Nwakanma et al.,
2013). Cette zone est située dans le domaine soudanien entre les isohyéetes 700 et 1000 mm (Figure
4). Le climat est de type soudanien avec une saison des pluies qui s’étend sur 4 a 5 mois de juin a
septembre-octobre avec des amplitudes thermiques souvent au-dessus de 25°C. Les températures
maximales sont enregistrées entre avril-mai (40°C) et octobre (35°C), alors que les températures
minimales souvent autour de 15°C sont enregistrées en décembre-janvier et entre 20°C et 25°C le

reste de [’année.
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13.754
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Puits
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w
~
=}
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Latitudes
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Figure 4 : Localisation de la zone d’¢étude
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2. Echantillonnage des stades aquatiques et recueil des paramétres physico-chimiques et
biologiques

Les stades aquatiques ont été collectés dans des collections d’eau en octobre 2020. Apres inspection
au niveau de chaque gite, les larves ont été prélevées soit par la méthode du « dipping » soit par la
méthode du « pipetting » selon la taille des gites puis placées dans des pots portant le numéro du
gite. Pour chaque gite, la présence ou ’absence de culicidés autres que des anopheles, de la
végétation, de la turbidité et de 1’ensoleillement a été notée. Apres la mesure de la taille des gites
(longueur, largeur, profondeur) a 1’aide d’un décametre, les parametres suivants ont ensuite été
mesurés a I’aide d’un testeur portable de terrain (SD Card Real time Datalogger) : la température,
la quantité d’oxygene dissout, la teneur en sel et le pH.

Les larves ont ensuite été triées au laboratoire puis conservées dans des tubes contenant de 1’éthanol

70°.

3. Traitement au laboratoire

3.1. Extraction d’ADN

Pour chaque larve, I’ADN a été extrait a partir de la méthode du CTAB 2% (Morlais et al., 2004).
Chaque larve a été placée dans un tube individuel puis broyée dans 200ul de CTAB 2%. Les tubes
contenant les broyats ont ensuite été placés dans un bain sec a 65°C pendant 5 min au bout
desquelles 200u1 de chloroforme ont été ajoutés a chaque tube. Les tubes ont ensuite été centrifugés
a 12 000 tours/min pendant 5 min puis les surnageants ont été récupérés et placés dans de nouveaux
tubes stériles dans lesquels 200ul d’Isopropanol ont été ajoutés. Aprés mélange de leur contenu,
les tubes ont été centrifugés a 12 000 tours/min pendant 15 min au bout desquelles la partie liquide
a été vidée puis 200ul d’alcool 70° ont été ajoutés a chaque tube. Les étapes ultimes de 1’extraction
ont ensuite consisté a centrifuger les tubes a 12 000 tours/min, vidage du contenu des tubes, séchage
au Speed Vac pendant 5 min puis ajout de 20ul d’eau distillée. Les tubes ont ensuite ét¢ maintenus
sur la paillasse pendant au moins 12h puis conservés a -20°C avant les tests PCR.

3.2. Identification des espéces du complexe An. gambiae par PCR

Elle a été faite suivant les techniques de Scott et al., (1993) et Fanello et al., (2002). L’amplification
a été effectuée dans un mélange contenant de I’eau, un tampon, des désoxynucléotides (ANTP), des
amorces (une commune aux trois espéces An. gambiae, An. arabiensis et An. melas et une

spécifique a chaque espéce), une polymérase et I’ADN a amplifier (Annexe). L amplification a été
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effectuée dans un volume final de 12,5ul par tube contenant un tampon 1X avec du MgCl, 0,2mM
de ANTP, 5 pmoles de chaque amorce (amorce UN commune aux trois espéces, amorce AG
spécifique a An. gambiae, amorce AR spécifique a An. arabiensis et amorce ML spécifique a An.
melas), 0,25 unité de Polymérase et 2ul d’ADN. Elle a été effectuée suivant les conditions
suivantes : dénaturation initiale a 94°C pendant 2min suivie de 30 cycles de dénaturation a 94°C
pendant 15 s, hybridation a 50°C pendant 15 s et une élongation a 72°C pendant 15 s. Ces étapes
ont été¢ suivies par une ¢longation finale a 72°C pendant 5 min. A la fin de ’amplification, les
amplicons ont été migrés sur un gel d’agarose a 2,5%. Les bandes attendues sont 315 pb pour An.
arabiensis, 390 pb pour An. gambiae s.s. et 464 pb pour An. melas (Figure 5). L’identification
d’An. gambiae et d’An. coluzzii a été effectuée apres digestion d’une partie des amplicons d’An.
gambiae s.s. par I’enzyme de restriction Hhal a 37°C pendant 4h. Les amplicons digérés ont
ensuite été migrés sur un gel d’agarose a 2,5%. La lecture des résultats PCR a été effectuée a I’aide
d’un marqueur de taille moléculaire a 100 paires de base utilisé simultanément dans deux puits du
gel pour chaque peigne au cours de la migration. Les bandes attendues sont 367 pb pour An.

coluzzii, 257 et 110 pb pour An. gambiae.

315 pb 390 pb

Figure S : Photo d’un gel d’agarose aprés migration. MT : marqueur de taille, AR : An.

arabiensis, GB : An. gambiae

4. Analyse des résultats

Les gites investigués ont été classés selon leur type, leur statut (positif ou négatif suivant la présence
ou I’absence de larves d’anoph¢les), leur nature (artificiel ou naturel suivant 1’action ou non de
I’homme) et leur taille (gites de petite taille avec la taille inférieure a 50 m constitués

essentiellement de flaques d’eau, de traces de pas, de puits, de réservoirs et de trous d’emprunt, de
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gites de taille intermédiaire avec la taille comprise entre 50 et 100 m constitués de bords de riviere
et de flaque d’eau, et de gites de grande taille avec la taille supérieure a 100 m constitués de bords
de riviére et de riziére).

Les données obtenues ont été saisies dans une base de données a 1’aide du tableur Excel 2016.
L’abondance relative des gites a été définie par le rapport en pourcentage entre le nombre de gites
prospectés pour chaque type de gite sur le nombre total de gite. Les fréquences des especes du
complexe An. gambiae ont été estimées par le rapport en pourcentage entre le nombre d’individus
identifiés pour chacune des especes sur le nombre total d’individus identifiés. La comparaison des
pourcentages a été effectuée a 1’aide du test du y? et le test exact de Fisher avec un seuil de
significativité fixé a 5%. L’influence des parametres mesurés (température, pH, oxygéne dissout et
salinité) a été étudiée a travers 1’étude de la corrélation entre ces paramétres et les fréquences
relatives des especes.

Toutes les analyses statistiques ont été faites a 1’aide du logiciel R (R Core Team, 2016).
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Chapitre I1I : Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Typologie, abondance et positivité des gites prospectés

Les types de gites prospectés au cours de cette étude sont présentés a la Figure 6. 1l s’agissait de
flaques d’eau issues des pluies, de trous d’emprunt, de réservoirs d’eau, de puits creusés dans le

sol, de bords de riviéres, de traces de pas d’animaux et de rizicres.

: Bord de riviére

: Puits creusés dans le sol
: Réservoir d’eau

: Traces de pas

: Flaque d’eau

: Riziére

: Trou d’emprunt

QTENOog oW

Figure 6 : Types de gites investigués dans la zone de Toubacouta en octobre 2020

Au total, 47 gites ont été investigués. Les flaques d’eau issues des pluies (17 gites) ont été
prédominantes suivies des bords de rivieres (9 gites) et des puits creusés dans le sol (8 gites). Les

fréquences respectives étaient de 36,2%, 19,1% et 17%. Ces gites €taient suivis des traces de pas
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(5 gites représentant 10,6%) et des rizicres (4 gites représentant 8,5%). Les réservoirs d’eau et les
trous d’emprunt ont représenté 4,3% avec 2 gites pour chacun des deux types (Figure 7).

A T’exception des flaques d’eau, des traces de pas et des puits, tous les autres types de gites
hébergeaient des larves d’anopheles. Les taux de positivité des flaques, des traces de pas et des

puits étaient respectivement de 94,1%, 80% et 75% (Figure 7).

. Abondance . Positivité

dull

Flaque Puns Reservonr R|V|ere R|Z|ere Trou

Types de gites

Fréquences (%)

Figure 7 : Typologie et positivité des gites étudiés

1.2. Identification des espéces du complexe An. gambiae par PCR

Au total, les ADN de 1066 larves ont été extraits et analysés par PCR pour identifier les espéces
du complexe An. gambiae. An. arabiensis a été ’espéce prédominante (92,7% avec 988 des
spécimens identifiés) suivie d’An. gambiae (4,6% avec 49 spécimens identifiés) et d’An. coluzzii
(2,6% avec 28 spécimens identifiés). Un seul hybride entre An. gambiae et An. coluzzii a été

identifié parmi les larves collectées au bord d’une riviere.
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1.3. Variations des fréquences de chaque espéce en fonction des types de gite

Anopheles arabiensis a été collecté dans tous les types de gites (Tableau II). D’ailleurs, c’est la
seule espece collectée dans les trous d’emprunt. Globalement, quel que soit le type de gite
considére, elle a été I’espeéce prédominante. Ses fréquences ont varié entre 87% dans les riziéres a
100% dans les trous d’emprunt et ont été statistiquement différentes entre les différents types de
gite (x*=24,67, ddI=6, p=0,0003).

An. coluzzii a été absente des traces de pas, des trous d’emprunt et des riziéres. Ses fréquences ont
été 2,3%, 1,6%, 2,4% et 5,9% respectivement au niveau des flaques d’eau, des puits, des réservoirs
et des bords de rivieres (Tableau II). Elles ont été comparables entre ces 4 types de gite (3°=7,91,
ddl= 3, p =0,05).

An. gambiae a été présent au niveau de tous les gites a 1’exception des réservoirs et des trous
d’emprunt. Dans les gites ou il a été retrouvé, ses fréquences ont varié entre 0,8% au niveau des
puits et 6,7% aux bords des rivieres. Ses fréquences dans les autres types de gites ont été de 5,6%,
4,2%, et 5,6% respectivement au niveau des flaques, des traces de pas, au bord des rivicres et dans
les rizieres (Tableau II). Aucune différence significative n’a été observée entre ces fréquences

(x*=6,4, ddl = 4, p=0,17).

Tableau II : Variations des fréquences des especes en fonction des types de gites

Type de gites  An. arabiensis  An. coluzzii An.gambiae  Hybride  Total
N % N % N % N %

Flaques 398 92,1 10 2,3 24 5,6 0 0 432
Pas 115 958 0 0 5 4,2 0 0 120
Puits 120 97,6 2 1,6 1 0,8 0 0 123
Réservoirs 40 97,6 1 2,4 0 0 0 0 41
Rivieres 221 87 15 5,9 17 6,7 1 0,4 254
Riziéres 34 94,4 0 0 2 5,6 0 0 36
Trous 60 100 0 0 0 0 0 0 60

N : nombre, % : pourcentage
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1.4. Variations des fréquences de chaque espéce en fonction de la nature du gite

L’identification des espéces par PCR a permis de constater que quelle que soit la nature du gite,
An. arabiensis a été ’espéce prédominante (Figure 8). Ses fréquences ont été de 90% dans les gites
naturels et 97,6% dans les gites artificiels et ont été significativement différentes (p=0,0007). Pour
An. gambiae et An. coluzzii, les fréquences ont été plus élevées au niveau des gites naturels qu’au
niveau des gites artificiels et ont également été significativement différentes entre les deux types

de gites pour An. gambiae (p=0,004). Elles ont été comparables pour An. coluzzii (p=0,14).

] Artificiel [B] Naturel

100

Fréquences (%)
3 o

N
()]
1

N e R

An. ara'biensis An. ccl:luzzii An. ga'mbiae
Especes

Figure 8 : Variations des fréquences des especes en fonction de la nature des gites

1.5. Variations des fréquences de chaque espéce en fonction de la taille des gites

Les fréquences d’An. arabiensis ont été de 8,8% pour les gites de grande taille, 9,8% pour les gites
de taille intermédiaire et 81,4% pour les gites de petite taille (Figure 9). Chez An. coluzzii, les
fréquences respectives ont été de 0%, 60,7% et 39,3% alors que chez An. gambiae, elles ont été de
57,1%, 36,7% et 6,1%.

17



. Grande . Intermédiaire . Petite

80+

Fréquences (%)
& 3

N
o
f

An. arabiensis An. coluzzii An. ga{mbiae
Espéces

Figure 9 : Variations des fréquences des especes en fonction de la taille des gites

1.6. Variations des fréquences de chaque espéce en fonction de la turbidité, de
I’ensoleillement, de la présence de culicinés et de la végétation

Les fréquences d’An. gambiae observées en présence de culicinés et d’ensoleillement ont été
significativement différentes (respectivement p=0,003 et p=0,009). Cependant, aucune différence
significative n’a été observée ni avec la turbidité (p=0,42) ni avec la présence de végétation
(p=0,41). Les fréquences d’An. arabiensis ont été¢ de 47% dans les gites turbides, 76% dans les
gites sans culicinés, 80% dans les gites ensoleillés et 58% dans les gites avec végétation. Les
variations de fréquences entre les gites ensoleillés et les gites non ensoleillés ont été statistiquement
significatives (p=0,004), ainsi que celles entre les gites sans culicinés et ceux avec culicinés
(p<0,01). 1l en a été de méme pour An. coluzzii en présence ou en absence d’ensoleillement
(p<0,01). Cependant, aucune variation significative n’a été observée en considérant la turbidité, la

présence de culicinés et la végétation (Tableau III).
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Tableau III : Fréquences des especes en fonction de la turbidité, la présence de culicinés,
I’ensoleillement et la présence de végétation

Espéces Turbidité Culicinés Ensoleillement Végétation
NT T p A P p NE E p SV AV o
An. gambiae 4 52 042 57 08 0,003 1 55 000 39 51 041
An. arabiensis 92,5 93 0,81 91,2 98,3 <0,01 97,6 91,6 0,004 91,4 91,8 0,19
An. coluzzii 36 1,8 0,1 32 08 0081 14 29 <001 2 3 042

NT : non turbide, T : turbide, A : absent, P : présent, NE : non ensoleillé, E : ensoleillé, SV : sans végétation, AV :
avec végétation, p : seuil de significativité

1.7. Influence du pH, de la température, de ’oxygéne dissout et de la salinité

Cette influence a été étudiée a travers 1’étude de la corrélation entre les fréquences d’An. arabiensis,
d’An. coluzzii et d’An. gambiae et le pH, la température, I’oxygene dissout et la salinité.

Chez An. gambiae et An. coluzzii, une corrélation positive non significative a été observée avec la
température, 1’oxygene dissout et la salinité (Figures 10 et 11). Cependant lorsque le pH est
considéré, une corrélation négative significative est observée (r=-0,53, p=0,0002 pour An. gambiae
et r=-0.49, p=0,0009 pour An. coluzzii).

Chez An. arabiensis, des tendances contraires a celles observées chez An. gambiae et An. coluzzii
ont été¢ notées. Alors qu’une corrélation négative non significative a été observée avec la
température, I’oxygene dissout et la salinité, une corrélation positive significative a €t€ observée

avec le pH (Figure 12).

19



An. gambiae An. gambiae

35.0 R
) .
Oms{l _° .
101 o R =-0.53,p=0.00023 3251 ¢ »
° e
z . ° 5300{§ ° ° . .
o ‘0
51 g— °
° @ 27.51 ) R=0.16,p=0.29
= [ 3
o o
0 25.01_®
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Fréquences (%) Fréquences (%)
An. gambiae An. gambiae
8 ° o, ° 0.151
~ ]
£ 301 o
§ :-/ 3010- ¢ R=017,p=028
Ro)
% 204 e o = °
e | 8° ‘ S
,§’ e § & 0.051 °
[ ]
3101 o o R=0.2,p=0.21 . o
[ ] A L]
hd 0001 ® ®» o o ° °
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Fréquences (%) Fréquences (%)

Figure 10 : Variation des fréquences d’An. gambiae en fonction du pH, de la température, de

I’oxygene dissout et de la température
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Figure 11 : Variation des fréquences d’An. coluzzii en fonction du pH, de la température, de

I’oxygéene dissout et de la température
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Figure 12 : Variation des fréquences d’An. arabiensis en fonction du pH, de la température, de

I’oxygene dissout et de la température

2. Discussion

La présente étude a été conduite dans le but d’identifier les parameétres prépondérants dans la
ségrégation entre les espéces du complexe An. gambiae. Les flaques d’eau, les bords de riviére et
les puits creusés dans le sol ont été les gites larvaires prédominants. Ceci pourrait s’expliquer par
le caractere relativement permanent de ces types de gites puisque 1’étude a été effectuée en octobre
en fin de saison des pluies, la majorité des autres types de gites avait déja disparue.

An. arabiensis a été ’espéce prédominante dans la zone d’étude dans chacun des 7 types de gites
investigués. La prédominance de cette espece parmi les populations larvaires confirme les résultats
obtenus dans la zone sur des populations imaginales (Niang et al., 2013 ; Doucouré et al., 2020).
Cette prédominance peut étre expliquée entre autres, par ’adaptation de cette espece aux zones de
savane sahéliennes et soudaniennes (Lemasson et al., 1997 ; Fontenille et al., 1997) méme si depuis

quelques années, il est noté sa prédominance dans les zones plus humides vers le sud (Niang et al.,
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2019). An. gambiae et An. coluzzii ainsi que les hybrides entre ces deux espéces coexistent dans la
zone avec An. arabiensis.

L’analyse des fréquences des especes en fonction de la nature et de la taille des gites a montré
d’une part que An. arabiensis est plus abondant dans les gites artificiels et d’autre part ¢’est surtout
dans les gites de petite taille que ses fréquences les plus ¢levées ont été observées avec An. gambiae
alors que An. coluzzii a été plus fréquent dans les gites de taille intermédiaire. D’une manicre
générale, les gites caractéristiques des espéces du complexe An. gambiae sont souvent des gites
naturels. La présence dans des gites artificiels comme ce qui a été observé chez An. arabiensis peut
s’expliquer par une plus grande disponibilité de ces types de gite dans la zone ou par le fait que ces
types de gite sont moins soumis aux différents mouvements de 1’eau et permettent ainsi une
meilleure prolifération (Soleimani-Ahmadi et al., 2013). Concernant la taille des gites, les résultats
obtenus chez An. arabiensis et An. gambiae confirment ceux de Chirebvu & Chimbari (2015) et de
Opoku et al., (2007). Cependant, chez An. coluzzii, des études conduites au Burkina Faso par
Gimmoneau et al., (2012) ont montré son abondance dans des gites de grande taille, ce qui est
différent de ce qui a été observé au cours de notre étude.

A la différence de la turbidité et de la présence de végétation qui n’ont pas impacté les fréquences
des 3 especes, I’ensoleillement et la présence d’autres culicidés ont significativement impacté les
fréquences des espéces (a I’exception de la présence des culicidés pour An. coluzzii). L’impact de
I’ensoleillement sur les espéces du complexe An. gambiae est connu depuis longtemps (Gillies &
De Meillon, 1968). Pour la turbidité et la végétation, Gimnig et al., (2001) avaient observé qu’An.
gambiae et An. arabiensis étaient positivement associés a une augmentation de la turbidité
contrairement a la présence de végétation. Concernant cette derniere, d’autres €tudes ont mis en
évidence des résultats contradictoires (Hinne et al., 2021) ; la présence des espéces étant associée
a une faible couverture végétale qui favorise une meilleure exposition des gites a I’ensoleillement.
D’un autre c6té, une exposition intense favorise une augmentation de la température qui est un
facteur important dans le développement et la survie des populations larvaires (Afrane et al., 2005).
L’¢tude des facteurs abiotiques (pH, température, oxygene dissout et salinité) a montré des profils
différents ; An. gambiae et An. coluzzii présentant des profils différents par rapport a An.
arabiensis. Si la température, la quantit¢ d’oxygeéne dissout et la salinité ont été corrélés
négativement avec les fréquences d’An. arabiensis, le contraire a été observé chez An. gambiae et

An. coluzzii. Cependant, une corrélation positive significative a été observée chez An. arabiensis
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et le contraire chez An. gambiae et An. coluzzii pour le pH. Les deux cas ont été respectivement
observés par Oyewole et al., (2009) et Adebote et al., (2008). Ces résultats expriment ainsi des

préférences différentes entre An. arabiensis et les espéces An. gambiae et An. coluzzii.

3. Conclusion

Cette étude a permis de confirmer la prédominance de 1’espéce An. arabiensis dans la zone. La
ségrégation entre les espéces semble bien marquée comparativement aux études effectuées
auparavant sur des populations imaginales. Les paramétres associés aux especes étudiées sont
complexes. Il est ainsi possible au-dela des différences observées, un ou des effets combinés entre
certains parameétres qui pourraient contribuer aux variations de fréquences observées. Ainsi du fait
du caractére changeant de la nature des gites avec le temps, il est ainsi nécessaire de conduire des
¢tudes dans 1’espace et le temps afin de confirmer ces résultats et étudier I’impact des parametres

étudiés sur la ségrégation des especes.
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ANNEXE

Identification des espéces du complexe An. gambiae par PCR selon les méthodes de
Scott et al., (1993) et de Fanello et al., (2002)

Amorces utilisées

Amorces Séquences (3°-5”)

UN GTG TGC CCC TTC CTC GAT GT
GB CTG GTT TGG TCG GCA CGTTT
ML TGA CCA ACC CAC TCC CTT GA
AR AAG TGT CCT TCT CCA TCCTA

Réactifs et quantités (dans un volume final de 12,5 nl)

Réactifs Concentration initiale Concentration finale
Tampon (avec du MgCl) 10X 1X
dNTP 25mM 0,2mM
Amorce UN 10 pmoles 5 pmoles
Amorce AR 10 pmoles 5 pmoles
Amorce GB 10 pmoles 5 pmoles
Amorce ML 10 pmoles 5 pmoles
Taq Polymerase Su/pl 0,25u
ADN 2 ul
Eau QSP 12,5l
Conditions de l1a PCR
1 cycle: 94°C pendant 2 min
30 cycles:  94°C pendant 15 s, 50°C pendant 15s, 72°C pendant 15s
1 cycle: 72°C pendant 10 min
Tailles des bandes attendues aprés migration
An. gambiae : 390 pb
An. arabiensis : 315 pb
An. melas : 464 pb
Digestion avec I’enzyme Hhal
Réactifs Cc initiale Cc finale
Tampon 10X 1X
Enzyme Hhal 10u/pl 0,25u
Conditions de la digestion
37°C pendant 4h
Taille des bandes obtenues aprés digestion et migration
An. coluzzii : 376 pb
An. gambiae : 110 et 257 pb

An. arabiensis : 292 pb



