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DE DEUX ESPECES AFFINES DE PARAPHLEBOTOMUS:
PHLEBOTOMUS CHABAUDI CROSET, ABONNENC & Rioux, 1970
ET P. Riouxi DepaQuit, KiLick-KENDRICK & LEGER, 1998 (DIPTERA : PSYCHODIDAE)
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Summary: MOLECULAR AND MORPHOLOGICAL CHARACTERISATION OF
TWO CLOSELY RELATED SPECIES BELONGING TO THE SUBGENUS
PARAPHLEBOTOMUS: PHLEBOTOMUS CHABAUDI CROSET, ABONNENC &
Rioux, 1970 AND P. riouxi DEPAQUIT, KILLICK-KENDRICK & LEGER,
1998 (DIPTERA, PSYCHODIDAE)

In 1998, the description of Phlebotomus riouxi emphasised the
difficulty to differentiate the female from the closely related P.
chabaudi, a suspected vector of leishmania killicki in several foci
in Tunisia. In order to be able to distinguish the females of these
two species, we started a molecular study based on 37 Algerian
and Tunisian specimens. The alignment of the sequences of the
cytochrome b of the mitochondrial DNA and their analysis using
NeighborJoining, maximum likelihood and maximum parsimony
shows the individualisation of two species including an
infraspecific variability. Following a morphological approach, it is
not possible to distinguish the females on the basis of their
spermathecae. A new character is proposed: the presence of
anterolateral teeth of the pharyngeal armature for P. chabaudi,
never observed in P. riouxi. However, a molecular typing is
necessary at the present time for a sure identification of the
females.

KEY WORDS : phlebotomine sandflies, Algeria, Tunisia, molecular bioclogy,
tfaxonomy.

INTRODUCTION

a description de P. riouxi Depaquit, Killick-Ken-
drick & Léger, 1998 s’appuie principalement sur
la morphologie des miles. Les auteurs soulignent
la difficulté d’identifier la femelle de l'espece affine
P. chabaudi Croset, Abonnenc & Rioux, 1970. Ils ont
proposé l'observation de I'armature de l'atrium génital,
plus développée chez P. riouxi que chez P. chabaudi
(Depaquit et al., 1998). Alors que de nouvaux foyers
a Leishmania killicki Rioux, Lanotte & Pratlong, 1986
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Résumeée :

la description en 1998 de Phlebotomus riouxi a posé le probléme
de la diagnose différentielle délicate de la femelle avec celle
d'une espéce affine : P. chabaudi. le réle suspecté de

P. chabaudi dans la transmission de Lleishmania killicki dans
cerlains foyers tunisiens nous a amené, ¢ partir de 37 spécimens
algériens et tunisiens, d effectuer la caractérisation moléculaire de
ces deux faxons. les séquences du géne du cyfochrome b [cyt b)
de I'ADN mitochondrial individualisent clairement ces taxons et
mettent en évidence une variabilité intraspécifique. L'analyse
morphologique ne permet pas de différencier les femelles des
deux especes sur la base des caractéres génitaux. Un caractére
céphalique nouveau fenant & la présence de dents latérales
antérieures sur 'armature pharyngienne de P. chabaudi, absentes
chez P. riouxi, est proposé, mais un recours au fypage moléculaire
semble nécessaire pour une identification fiable.

MOTS CLES : phlébotome, Algérie, Tunisie, biologie moléculaire, taxinomie.

sont découverts en Tunisie (Bouratbine, 2005 ; Haouas
et al., 2005, 2007) en Libye (Aoun et al., 2006) et
I'Algérie (¢f. infra), sa transmission vectorielle reste non
résolue. P. chabaudi serait un vecteur potentiel dans
le foyer originel de Tatahouine au vu de son abon-
dance puisque P. ¢f. chabaudi représente 32,8 % des
captures (Rioux et al., 1986). Des lors, I'identification
précise des femelles de P. riouxi et de P. chabaudi s’ave-
rait nécessaire. Deux types de caracteres ont été uti-
lisés : 1) le gene du cytochrome b (cyt b), déja utilisé
avec succes pour I'analyse de nombreuses especes voi-
sines (Esseghir et al., 1997; Aransay et al., 2003; Par-
vizi et al., 2003; Pesson et al., 2004; Perrotey et al.,
2005), qui a permis la caractérisation des femelles, et
2) la recherche d'un nouveau caractéere morpholo-
giques.

MATERIEL ET METHODES

Mémoire

es phlébotomes étudiés proviennent d’Algérie
et de Tunisie. Ils ont ét€é capturés a laide de
papiers huilés et de pieges CDC et conservés dans
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I'éthanol 2 96 %. L'échantillonnage est détaillé dans le
tableau 1.

La téte et le génitalia sont prélevés, éclaircis au Marc-
André a chaud directement sur la lame et montés
extemporanément dans la gomme au chloral. Le reste
du corps est broyé dans un microtube stérile a I'aide
d’un piston pellet (Treff, Suisse) dans le tampon de lyse
ATL contenu dans le kit QTAmp DNA mini kit (Qiagen,
Allemagne) utilisé pour l'extraction d’ADN. L’élution
finale est réalisée dans 200 pl de tampon AE. L'ampli-
fication par PCR du gene cyt b est réalisé avec les son-
des NIN-PDR et CB3-PDR dans les conditions décrites
par Esseghir et al. (1997) en utilisant la 7aq polyme-
rase (5 prime, Allemagne) a une température d’activité
de 68° C. Le séquencage direct double sens est réalisé
a l'aide des mémes amorces. Les séquences ont été cor-
rigées a l'aide des logiciels Pregap et Gap (Bonfield &

Staden, 1996). Leur alignement et leur analyse par les
méthodes de Neighbor-Joining, parcimonie et maximum
de vraisemblance sont réalisés a l'aide du logiciel
MEGA (Tamura et al., 2007). Nous avons sélectionné
deux extra-groupes au sein du sous-genre Paraphle-
botomus : 1) P. sergenti qui, dans une étude a 'échan-
tillonnage restreint, apparait comme le groupe-frére de
P. chabaudi (Esseghir et al., 2000), et 2) P. alexandri,
espece dont la divergence est précoce au sein du sous-
genre (Depaquit et al., 2000).

RESULTATS

es sondes utilisées amplifient 490 paires de bases.
L’alignement des séquences fait ressortir 57 sites
variables et 19 haplotypes, a savoir 12 chez P. riouxi

Mode de Date de
Espéce Pays Région Localité piégeage capture Sexe Spécimen
P. chabaudi Algérie Aures Menaa PA 31/08/06 o CB2
CDC 26/09/07 o CB3
CDC 26/09/07 o CB572
Ain-Zaatout CDC 20/09/07 o CB573
CDC 20/09/07 Q CBZATS83
Tunisie Mahdia Souassi CDC 22/09/04 Q SMA279
CDC 22/09/04 Q SMA215
Monastir Sayada PA 04/10/05 Q SMO419
CDC 04/10/05 o SMO436
PA 04/10/05 o SMO437
Skanes CDC 22/09/05 Q SMO10
PA 28/09/05 Q SMO310
CDC 28/09/05 Q SMO882
Teboulba PA 04/10/05 Q SMO548
PA 04/10/05 o SMO562
Sidi Ameur CDC 29/09/05 o SMOG631
CDC 29/09/05 o SMOG626
CDC 29/09/05 o SMOG629
CDC 29/09/05 Q SMOG635
M. Kamel PA 03/10/05 Q SMO759
Benbla CDC 29/09/05 Q SMO798
Moknine CDC 30/09/05 o SMO122
CDC 30/09/05 Q SMO445
CDC 30/09/05 Q SMO112
P. riouxi Algérie Ghardaia Ghardaia PA 20/09/06 o RX1
PA 20/09/06 o RX2
PA 20/09/06 o RX3
Metlili PA 19/09/06 o RX4
PA 19/09/06 o RX5
PA 19/09/06 o RX6
PA 19/09/06 o RX7
PA 19/09/06 o RX8
PA 19/09/06 o RX9
Tunisie Tataouine Ghomrassen : Ksar Hadada CDC 16/10/07 Q TAT23
Ghomrassen : Om Sefri PA 15/10/07 o TATO3
PA 15/10/07 o TAT74
Ghomrassen : Bokhtit CDC 15/10/07 Q TAT24

Tableau I. — Echantillonage. PA = pieges adhésifs. CDC = piege lumineux.
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CB2-CB3-CB572-CB573

AAAATTAATGAGACGAGGGGTTCTGATCGGACACGGAAGTGGTTAACTGGGATAAAA

CB583ZAT ittt eeesseseessescestescess et sesseseesssessessanensns GCC..
SMA279-CB Gevveenn C...G. T A..T.T...G....C....... A....CG
SMO112-CB Geveenenn C...G. T N L A..... G
SMO548-CB G....A..C...G. T A..T.T...G....C.oco... A..... G
SMO562-CB Geveeenn C...G. T A..T.T...G....C....... A...C.G
Autres P. chabaudi (n=15) G....... CeeeGovedAvevinnnnnn A..T.T...G....Ceveun... A..... G
RX1 .GGG..G. ... .. TAGAAAACA.AAGC.AA.TGTT.GGACAAA.T.T.AT....G..
RX2-RX7 .GGG..G. ... .. TAGAAAACA.AAGC.AA.TGTT.GGACAAA.T.T.AT....G.G
RX3 .GGGC.G...... TAGAAAACA.AAGC.AA.TGTC.GGACAAA.T.T.AT....G.G
RX4 .GGG..G. ... .. TAGAAAACA.AAGC.AA.TGTT.GGACAAA.T.T.ATA...G.G
RX5 .G.G..G....nn TAGAAAA.ATAAGC.AA.TGTTAGGACAAA.T.T.AT....G.G
RX6 .GGG..G. ... .. TAGAAA.CA.AAGC.AA.TGTT.GGA.AAA.T.T.AT....G.G
RX8 .GGG..G. ... .. TAGAAAA.A.AAGC.AA.TGTT.GGACAAA.T.T.AT....G.G
RX9 .GGG..G. ... . TAGAAA.CA.AAGCTAA.TGTT.GGACAAA.T.T.AT....G.G
TAT23-RX e..G...G.AGA.TAG.AAA.A.AAGC.AA.T.TTAG.ACAAA.TGT.A.AG. .. ..
TAT24-RX ..GG...G.AGA.TAG.AAA.A.AAGC.A.GT.TT.G.AC.AACCGT.ATA......
TAT63-RX e..G...G.AGA.TAG.AAA.A.AAGC.A..T.TTAG.AC.AA.TGT.A.AG.....
TAT74-RX e..G...G.AGA.TAG.AAA.A.AAGC.A..T.TTA. .AC.AA.TGTCA.AG.....

Fig. 1. — Position des 57 sites variables obtenus apres alignement des séquences du cytochrome b chez 37 P. chabaudi et P. riouxi d’Algérie

et de Tunisie.

(dont quatre en Tunisie et huit en Algérie) et sept chez
P. chabaudi (dont deux en Algérie et cinq en Tunisie)
(figure 1).

L’analyse des séquences par les méthodes de Neighbor-
Joining, de parcimonie et de maximum de vraisem-
blance fournissent la méme topologie (figure 2). Les
deux especes P. riouxi et P. chabaudi sont nettement
individualisées. La variabilité est comparable au sein de
P. chabaudi et de P. riouxi. Une dizaine de sites varia-
bles individualisent les populations algériennes et tuni-
siennes de chaque espeéce. Cependant, il existe un plus
grand nombre d’haplotypes chez P. riouxi que chez
P. chabaudi (figure 1).

Les séquences sont disponibles dans Genbank sous les
numéros EU935791 a EU935827.

DISCUSSION

"approche moléculaire des especes affines P. cha-

baudi et P. riouxi menée sur les séquences du

geéne cytochrome b est pertinente. La nette indi-
vidualisation des deux especes, soutenue par de fortes
valeurs de bootstrap, nous a permis d’associer les
femelles aux males chez P. chabaudi et chez P. riouxi.
Cette caractérisation des femelles est le préalable néces-
saire a leur étude morphologique. Cette derniere laisse
apparaitre que les caractéres génitaux ne permettent
pas de différencier P. chabaudi et P. riouxi (figure 3).
L’armature de l'atrium génital, paraissant plus dévelop-
pée chez P. riouxi que chez P. chabaudi (Depaquit
et al., 1998), était considérée comme un caractere dis-
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Mémoire

criminant. Outre la difficulté d’observation de ce carac-
tere pour lequel le montage est souvent délicat, le pré-
sent travail ne confirme pas ces différences (figure 3).
Par contre, 'examen de l'armature pharyngienne fait
apparaitre chez P. chabaudi une ligne de dents laté-
rales antérieures, ligne absente chez P. riouxi. Dés lors,
ce caractere pourrait différencier les deux especes.

Si en 1998, Depaquit et al. ont recensé quelques rares
stations ou les deux espéces sont en sympatrie, notam-
ment au Maroc, ce n’est pas le cas dans la présente
étude ou les deux especes sont géographiquement sépa-
rées tant en Algérie qu’en Tunisie. En Algérie, on ren-
contre P. chabaudi dans la région des Aures tandis que
P. riouxi est, pour linstant, seul présent a Ghardaia
ou les captures avaient été rapportées a P. ¢/ chabaudi
antérieurement 2a la description princeps de P. riouxi
(Rioux et al., 1970). En Tunisie, P. chabaudi est pré-
sent dans les régions de Mahdia et de Monastir. Dans
la région de Tatahouine, cette espece n’a pas été identi-
fiée dans nos captures qui ne comportent que P. 7iouxi.
Par contre, elle est mentionnée dans cette méme zone
par Ghrab et al. (2006) qui, a l'inverse, n'ont pas observé
de P. riouxi. Les deux especes pourraient donc étre
impliquées dans la transmission de L. killicki Rioux,
Lanotte et Pratlong, 1986. Avant de conclure, de nou-
velles prospections, réalisées sur 'ensemble de la zone
et assorties de la mise en évidence du parasite, seraient
donc nécessaires. En Algérie, la premicere mention de
leishmaniose a L. killicki dans la région de Ghardaia
(Harrat et al.) peut étre rapprochée a la présence de
P. riouxi dans cette région.
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Fig. 2. — Arbre obtenu par la méthode de Neighbor-Joi-
ning. La topologie est similaire par la méthode de parci-
monie en utilisant P. sergenti et P. alexandri comme extra-
groupes. Les valeurs de bootstrap obtenues apres
1000 répliquats sont mentionnées aux nocuds considérés.
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Fig. 3. — Spermatheques, furcas et armatures de l'atrium génital chez P. chabaudi (CBZAT583 & SMO310) et chez P. riouxi (TAT74 &
TAT23). Barres = 50 pm.
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Fig. 4. — Pharynx de femelles de P. chabaudi (SMA215 & SMO436) et de P. riouxi (TAT74). Noter la présence de dents latérales anté-
rieures chez P. chabaudi (désignées par les fleches), absentes chez P. riouxi et la variabilité de I'importance de I'armature pharyngienne
chez P. chabaudi.

En définitive, le séquencage du gene cyt b est recom-
mandé pour la distinction des femelles de P. chabaudi
et de P. riouxi, en particulier lors d’études épidémio-
logiques visant a dépister le vecteur de L. killicki.
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