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Introduction



Le genre Stomoxys (Diptera, Muscidae, Stomoxyini) comprend 18 espéces reconnues a ce
jour (Zumpt, 1973). Une seule est cosmopolite, S. calcitrans (L., 1758) alors que les 17 autres
ont une répartition plus tropicale. Initialement orienté vers 1’étude des facteurs qui ont permis
a S. calcitrans de prospérer et de survivre dans des climats trés variés, notre travail s’est
rapidement orienté vers une étude phylogénétique du genre Stomoxys Geoffroy, 1762 qui
permettrait de comprendre 1’origine de ces mouches, et une étude phylogéographique de
I’espece cosmopolite qui permettrait de comprendre par quelles voies elle a envahi le monde.

Notre travail se situe donc clairement dans le cadre de la théorie de I’évolution.



« La vie a une histoire »
"The affinities of all the beings of the same class have
sometimes been represented by a great tree... As buds give rise
by growth to fresh buds, and these if vigorous, branch out and
overtop on all sides many a feebler branch, so by generation |
believe it has been with the great Tree of Life, which fills with
its dead and broken branches the crust of the earth, and covers
the surface with its ever branching and beautiful
ramifications."

Charles Darwin, 1859



Historique de la notion d’évolution

L’histoire de la vie a débuté il y a quelque 3,7 milliards d’années. L’évolution rend
compte de son origine et des liens de parenté entre les individus. Aristote (384-322 avant J.-
C.) pensait que les €tres vivants naissaient d'organismes identiques, ou qu'ils apparaissaient
spontanément de la matiére inerte. La "génération spontanée", transmise par plusieurs
générations de prestigieux scientifiques et penseurs, fut longtemps considérée comme la seule
explication logique. C'était la nature qui était responsable de 'organisation de la matiére sous
la direction divine. Ce n'est que bien plus tard, dans la seconde moitié du seiziéme siécle, que
l'esprit critique des scientifiques de 1'époque associ€ a une observation plus méthodique de la
nature allaient progressivement favoriser 1'essor des sciences dites "exactes".

En 1859, Charles Darwin publia un livre intitulé "L'origine des especes". La thése de Darwin
rompait définitivement avec 1'idée des générations spontanées en proposant une évolution
lente et progressive des espéces qui descendent les unes des autres. Cette position devint, au
cours des années 1930, le néo-darwinisme avec le rapprochement du principe de sélection
naturelle de Darwin et du principe héréditaire initialement proposé par Grégor Mendel. La
découverte de la structure de 'ADN par les américains Watson et Crick, en 1953, a abouti
ensuite a ce qu'il convient d'appeler la théorie synthetique de 1'évolution. Celle-ci représente
aujourd'hui la pensée dominante au sein de la communauté scientifique. Pourtant, cette théorie
a fait I'objet de nombreuses controverses : la théorie des équilibres ponctués ou celle de la
théorie du géne égoiste en sont deux exemples.

La théorie de 1’évolution rejette les dogmes fixistes, fondés essentiellement sur les textes
religieux, selon lesquels les especes vivantes sont immuables et n’ont pas changé depuis leur

apparition.

1/ Jean Baptiste Lamarck et le transformisme, la vie se transforme :

« Je pourrais prouver que ce n'est point la forme du corps, soit de ses parties, qui
donne lieu aux habitudes, a la maniére de vivre des animaux ; mais que ce sont au contraire
les habitudes, la maniére de vivre et toutes les circonstances influentes qui ont avec le temps
constitué la forme des animaux » Jean Baptiste Lamarck Discours Inaugural de 1800 au
Muséum national d'histoire Naturelle



La Philosophie zoologique (1809) de Lamarck compte parmi les classiques de 1’histoire des
sciences puisqu’il représente I’acte de naissance du transformisme. Dans cet ouvrage, le
temps fait son entrée dans 1’étude des €tres vivants, et tout d’abord dans leur classification qui
doit étre généalogique. Cet ouvrage peut étre également considéré comme le texte fondateur
de la biologie. C’est incontestablement Lamarck qui va étre le premier a systématiser 1’idée
d’une transformation des espéces et a en donner un exposé cohérent.

Lamarck considére que les étres vivants les plus simples apparaissent par génération
spontanée. La simplicité d’organisation leur permet d’apparaitre spontanément. A partir de
ces étres trés simples, se forment des étres un peu plus complexes, bénéficiant de
I’organisation des premiers qui leur a été transmise. A partir d’eux s’en forment d’autres
encore plus complexes, et ainsi de suite, jusqu’a ce que soient formés des étres vivants aussi
compliqués que I’homme. La tendance a la complexification apparait comme une force
poussant les étres vivants a la meilleure occupation possible de leur milieu extérieur. A un
systeme nominaliste et artificiel de classification, Lamarck veut substituer ce qu’il appelle
I’ordre de la nature, et qui n’est rien d’autre que 1’ordre dans lequel les espéces sont nées les
unes des autres au cours des siécles.

Selon Lamarck, la modification des circonstances entraine une modification des besoins de
I’animal, qui entraine une modification des actions satisfaisant ces besoins, laquelle, si elle

devient habituelle, finit par modifier le corps.

2/ Darwin et la sélection naturelle, la lutte pour I’existence :

"si lente que puisse étre la marche de la sélection, puisque I'homme ne peut, avec ses
faibles moyens, faire beaucoup par sélection artificielle, je ne vois aucune limite a I'étendue
des changements, a la beauté et a I'infinie complication des coadaptations entre tous les étres
organisés, tant les uns avec les autres, qu'avec les conditions physiques dans lesquelles ils se
trouvent, qui peuvent, dans le cours des temps, étre effectuées par la sélection naturelle, ou la

survivance des plus aptes" (Darwin, 1876).

A la fin de I'année 1831, Charles Darwin s'embarqua a bord du Beagle pour un voyage autour
du monde. La visite de 1'archipel des Galapagos fut pour lui I'occasion d'assister en grandeur
nature au processus de 1'évolution (Darwin, 1868) : l'observation attentive de la faune et la
flore des iles Galapagos a amené Darwin progressivement vers 1'évolutionnisme. Le grand

naturaliste ¢était d’autre part frappé par [’étonnante diversité des races d’oiseaux
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artificiellement mises au point par les ¢leveurs. En se renseignant sur le sujet, Darwin apprend
qu’a ’origine, une population de pigeons sauvages présente une certaine variabilité : certains
ont le cou plus long, d’autres des plumes plus colorées, par exemple. L’éleveur va
sélectionner préférentiellement les oiseaux qui lui conviennent le mieux, et va les faire se
reproduire entre eux. En répétant ce processus sur de nombreuses générations, il finit par
obtenir des pigeons trés proches du type qu’il désirait a partir d’'une souche sauvage.

Dans la premiere édition de I’origine des espéces, Darwin n’emploie le mot évolution que tres
peu, il préfere I’expression ‘descendance modifiée’. Pour Darwin, tous les organismes sont
issus d’un prototype inconnu ayant vécu dans des temps lointains. L’expression descendance
signifie que de nouvelles espéces descendent d’une méme espece qui a accumulé des
mutations a cause d’une adaptation nécessaire a différents milieux. Les espéces ayant des
ancétres communs présentent des similitudes, méme si les caractéres n’ont pas la méme
fonction (Darwin, 1876).

Les étres vivants se transforment donc au rythme des fluctuations du milieu. Lorsqu’il y a une
migration, un changement de niche écologique ou une fluctuation de I’environnement, les

populations vont a nouveau se modifier pour améliorer leur adaptation.

3/Néodarwinisme et synthese moderne

Si Charles Darwin avait proposé sa théorie sur I’évolution des especes, il n’avait pas
pu démontrer le mécanisme de 1’hérédité des variations. Gregor Mendel (1907) va, le premier,
expliquer la transmission des caractéres innés. Mais c’est a partir de 1930 que la synthése de
I’évolution va s’¢laborer, grace aux apports de la biologie, de la géologie et de 1’analyse
mathématique.

Dans son ouvrage "La génétique et l'origine des especes", Theodosius Dobzhansky (1937)
considérait que tous les phénomenes évolutifs résultent de changements dans les fréquences
de geénes au sein des lignées, sous l'action de la sélection naturelle. En 1942, Ernst Mayr
dans son livre "La systématique et l'origine des espéces" présente le point de vue des
systématiciens sur le principe d'évolution darwinienne. En 1944, le paléontologue Georges
Gaylord Simpson publie "Rythmes et modalités de I'évolution". Il reprend la conception
darwinienne d'un changement continu et lent des especes, et interpreéte 1'absence
d'intermédiaires (les lignées sont incomplétes) par le manque d'archives paléontologiques.
C'est le cumul de ces ouvrages dans trois disciplines différentes qui va jeter les bases de la

théorie synthétique. On la nomme également néodarwinisme.



La théorie synthétique peut €tre résumée par trois idées essentielles :

1. I'évolution est le fruit d'une modification progressive et continue des €tres vivants au cours
des générations;

2. la reproduction implique une hérédité : le matériel héréditaire (les génes) subit, au niveau
moléculaire, des modifications par mutations, aboutissant ainsi a une grande diversité. Le
changement évolutif par mutation peut se faire de deux facons: 1’anagenése (une lignée
descendante remplace une lignée ancestrale dans la continuité) et la cladogenése (une lignée
ancestrale se scinde en deux lignées descendantes);

3. le mécanisme central est la sélection naturelle qui opére au niveau des populations en

sélectionnant les individus les mieux adaptés a leur environnement.

4/ Stephen Jay Gould et Niles Eldredge : les équilibres ponctués

S'appuyant sur la théorie de Darwin, Niles Eldredge et Stephen Jay Gould ont avancé,
en 1972, une théorie selon laquelle les espéces n'évoluent pas graduellement, mais restent
stables pendant de longues périodes et ponctuées par des phases de modifications trés rapides
comme la spéciation ou les extinctions. Cette alternance de stabilités et de discontinuités fut
baptisée « équilibres ponctués ».

En se basant sur I’analyse du registre fossile de différents groupes taxonomiques, la théorie
des équilibres ponctués propose que :

- une espece apparait, a I’échelle des temps géologiques et dans les enregistrements
sédimentaires, en un temps géologiquement souvent assez court pour que le déroulement de la
spéciation ne puisse pas €tre enregistré dans les sédiments (ponctuation) ;

-une fois apparue (c'est-a-dire morphologiquement discernable des autres espéces et en
particulier de l’espéce ancestrale), la nouvelle espéce reste inchangée durant toute son
existence (stase), existence beaucoup plus longue que 1’épisode de spéciation, puis s’éteint
(apres avoir éventuellement donné naissance a d’autres especes) ;

- la spéciation de type ponctuée est un phénomene de cladogenese et de diversification : elle
aboutit a une nouvelle espéce, distincte de I’espéce ancestrale, sans que cette derniére ne
disparaisse : I’espece-fille et ’espéce —mere peuvent coexister dans le temps et dans 1’espace.
Cette nouvelle conception de la spéciation n’est pas opposée a la spéciation darwinienne,
souligne Gould, puisqu’elle peut trés bien se dérouler en plusieurs centaines ou millions

d’années, donc paraitre lente et graduelle a 1’échelle humaine et a 1’échelle des générations



successives des organismes. Mais cette durée est suffisamment faible, géologiquement, pour

se trouver entiérement représentée dans un seul joint de stratification (Gould, 1988).

5/ Dawkins et le gene égoiste :

"Nous sommes des machines destinées a assurer la survie des genes, des robots
programmés de facon aveugle pour transporter et préserver les molécules égoistes appelées
génes" Dawkins, 1978).

La théorie du gene égoiste de Richard Dawkins et Georges Willials apparait diamétralement a
I’opposé de la sélection hiérarchique défendue par Gould: elle propose que les entités
réellement sélectionnées, les véritables « cibles » de la sélection naturelle, sont les génes et
non les organismes. Ainsi, les organismes ne servent que de « véhicules » transitoires aux
genes.

Selon Dawkins, la véritable utilit¢ de la vie telle que nous l'observons est la survie des
molécules d'ADN. L'hypotheése de I'égoisme des génes explique tous les comportements des
étres vivants, sans exception. Dans un univers fait d'électrons et peuplé de génes égoistes,
seules les longues chaines d'ADN tentent de survivre en nous imposant leurs lois. Bien que
scientifiquement séduisante, cette perspective se heurte a certaines difficultés conceptuelles.
Une telle approche, centrée sur le role du code génétique, minimise 1'importance de tous les
autres processus. En particulier, la sélection naturelle qui opére sur les individus et non
directement sur les génes. Dawkins a la plume d'un darwiniste qui considére que 1'évolution

est une lutte pour 1'existence et cela au niveau le plus bas, celui des molécules.

6/ Sélection ou dérive

Malgré le fait que la théorie synthétique représente une perspective largement admise,
le débat reste ouvert a de nombreuses controverses.
En travaillant sur le réle du hasard comme facteur d’évolution, Motoo Kimura (1983) a
modifi¢ de maniere notable la conception du processus d’évolution. Le premier role n’est
plus tenu par la nécessité (comme chez Darwin), mais par le hasard. La théorie neutraliste de
I’évolution, aussi appelée théorie de la mutation et de la dérive aléatoire est une rupture dans
le monde darwinien. Selon Kimura, c’est le hasard qui gouverne 1’évolution, et ce sont les

especes les plus chanceuses qui survivent.



Kimura (1983) explique que nos genes sont de véritables usines ou se produisent
constamment des mutations, c’est-a-dire des erreurs de copie. C’est donc a ce stade qu’il
convient d’expliquer 1’évolution, et non pas a celui de la morphologie, comme 1’avait fait
Darwin. La plupart des mutations sont neutres au regard de la sélection naturelle. Elles sont le
pur produit du hasard et se produisent chez toutes les espéces vivantes a peu prés au méme
rythme, quel que soit I’environnement. Deux a trois pour cent sont véritablement utiles a la
vie. Cela dépend en fait de la place de la mutation dans la séquence nucléotidique. Ces
mutations sont sélectivement neutres car les différentes versions des protéines codées ne
changent pas l'adaptabilité de 1'organisme a son milieu de vie. Les mutations neutres sont des
possibilités génétiques qui deviendront des réalités morphologiques que si le hasard les
sélectionne.

L'une des implications de cette théorie est que I'évolution ne conduit pas forcément vers une
complexification des organismes. Bien que certains ont pergu cette théorie comme anti-
Darwinienne, Kimura et la plupart des biologistes évolutionnistes actuels s’accordent a dire
que les deux théories sont compatibles. La théorie neutraliste ne renie pas le role de la
sélection naturelle qui détermine le cours de 1’évolution adaptative. En effet, dans cette
théorie, la sélection naturelle perd son caractére de facteur évolutif prépondérant et devient un
facteur parmi d’autres au nombre desquels on compte les facteurs stochastiques tels que la

dérive génétique ou I’effet fondateur.

7/ conclusion

« Rien en biologie n’a de sens si ce n’est & la lumiere de I’évolution » (Dobzhansky,
1937).

La théorie de I’évolution justifie les autres programmes de recherches de la biologie. En effet,
les branches de la biologie, autres que I’étude de I’évolution, se rapportent a deux activités. La
premicre, la systématique, consiste a décrire et classer les formes vivantes. La théorie de
I’évolution justifie cette activité dans la mesure ou la classification refléte les relations de
parenté qui relient entres elles les espéces vivantes (la phylogénie). La deuxieéme activité
consiste a expliquer des mécanismes de fonctionnement des étres vivants.

L’évolution rend compte de la vie et des relations phylogénétiques entre les espéces. Elle

définit les objets biologiques comme des éléments d’une histoire de filiation (une généalogie).



Pour reconnaitre une espeéce plusieurs criteres peuvent €tre utilisés, de méme plusieurs

définitions existent pour la définir (biologique, phylogénétique...).
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Problématique
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Les changements planétaires apparaissent comme une grande menace pour tous les
étres vivants. Ces changements comprennent le changement climatique, mais aussi les
changements de pratiques, les pollutions et les invasions biologiques. Les écologistes ont déja
observé des modifications importantes de la biodiversit¢ (Thuiller et al., 2005). Et les
épidémiologistes redoutent des conséquences sur la santé humaine, en particulier avec une
augmentation des maladies a transmission vectorielle (Samways et al., 1999). Les
entomologistes médicaux ont déja mis en évidence pour certains insectes vecteurs de
pathogenes : des modifications des aires de distribution, un accroissement de la longévité, de
la durée d’activité et des taux de reproduction (Epstein, 2001). Le controle des populations de
vecteurs est une arme privilégiée dans la lutte contre ces maladies. Cependant peu
d'opérations de lutte anti-vectorielle sont, a ce jour, couronnées de succes. L'origine de ces
échecs est souvent liée a une connaissance insuffisante du vecteur et de son environnement, a
la résistance a un nombre croissant d'insecticides ou encore a une stratégie de lutte inadaptée.
Il est évident que des recherches sur la caractérisation systématique, génétique,
biogéographique et écologique sont fondamentales pour améliorer les stratégies et les
méthodes de lutte contre ces arthropodes. Ainsi, la phylogénie nous permet d’appréhender la
distribution contemporaine de ces espéces et de formuler des hypotheéses concernant leurs
histoires évolutives tout en précisant leur statut taxonomique.

Comme modeles d’insectes vecteurs, on a choisi les stomoxes (Diptera, Muscidae,
Stomoxyini), qui seront présentés dans le chapitre suivant. Ce sont des vecteurs potentiels
dont on verra I’impact sanitaire et économique, principalement sur 1’¢levage. Mais ce genre
Stomoxys présente de plus des particularités en termes d’adaptation qui permettraient de
répondre, au moins en partie, aux questions sur les changements planétaires. Ce genre
comprend en effet 18 espéces reconnues (Zumpt, 1973), dont une seule S. calcitrans (L. 1758)
a ¢tendu son aire de distribution a 1’ensemble des continents alors que toutes les autres
especes ont une distribution tropicale. A 1’fle de La Réunion par exemple, deux especes sont
présentes : S. calcitrans qui a colonisé¢ 1’ensemble de I’ile, mais plus particuliérement les
Hauts présentant un climat tempéré frais, alors que S. niger Macquart 1851 a colonisé les Bas
(zone de plantations de canne a sucre) présentant un climat tropical. Pour cela, 1’ille de La

Réunion est un véritable laboratoire naturel pour 1’étude des mécanismes d’adaptation en jeu.
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Objectifs et questionnement

Pour comprendre ces adaptations et évolutions, il était nécessaire d’avoir des
informations précises sur 1’origine de ces mouches. Cela a orienté notre travail vers une étude
phylogénétique du genre Stomoxys, puis une étude phylogéographique de 1’espece
cosmopolite S. calcitrans.

Les questions principales que nous nous sommes posées étaient les suivantes :

- Quel est le lien de parenté entre les différentes espéces du genre Stomoxys ?

- Comment ces especes se sont elles différenciées ?

- Quelle est I’origine géographique de S. calcitrans ?

- Quels sont les processus qui ont gouverné la distribution actuelle de S. calcitrans ?

- Peut-on retracer ses routes de migration a partir d’un foyer originel ?

Mon travail s’articule donc autour des points suivants :

1) Etude phylogénétique du genre Stomoxys, basée sur la morphologie et les séquences
nucléotidiques afin de retracer son histoire évolutive. L’arbre phylogénétique construit sur des
bases morphologiques sera comparé avec celui construit sur des bases moléculaires. Pour
cette étude phylogénétique nous avons retenu le Cytb et le COl comme marqueurs
mitochondriaux et I’ITS2 (Internal Transcribed Spacer) comme marqueur nucléaire
ribosomal. Ce travail a concerné 3 espéces asiatiques provenant de Thailande (S. sitiens
Rondani 1873, S. bengalensis Picard 1908, S. indicus Picard 1908), 6 espéces africaines (S.
transvittatus Villeneuve 1916, S. inornatus Griinberg 1906, S. niger Macquart 1851, S. omega
Newstead 1907, S. pallidus Roubaud 1911 et S. varipes Bezzi 1907) et S. calcitrans provenant
des deux continents. A noter que Zumpt (1973) reconnait deux sous-especes au sein de
I’espéce S. niger : S. n. niger et S. n. bilineatus.

2) Etude phylogéographique de I’espéce cosmopolite S. calcitrans pour comprendre sa
distribution globale et ainsi pour produire un scénario biogéographique et historique de

colonisation a partir de son foyer originel.

Actuellement, nous disposons au laboratoire de 10 especes sur les 18 connues dans le

monde, qui seront utilisées pour I’étude de la phylogénie du genre. Quant a I’étude
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phylogéographique de I’espéce cosmopolite, on dispose d’un échantillonnage qui couvre tous

les continents a 1’exception de I’ Australie (Amérique, Europe, Afrique et Océanie).
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Chapitre I :
Présentation du modele d’étude :

Les stomoxes
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Introduction :

L’ordre des dipteres comprend des familles d’insectes ayant un impact économique et
sanitaire considérable (Culicidae, Simulidae, Psychodidae, Tabanidae, etc). Parmi ces
dipteres, on trouve la famille des Muscidae, avec la sous-famille des Muscinae. La tribu des
Stomoxyini, groupe peu étudié, représente un clade monophylétique a priori bien défini
(Zumpt, 1973). Ce sont des mouches hématophages, ressemblant aux mouches domestiques,
mais facilement reconnaissables grace a leur appareil buccal adapté a la piqare. Il s’agit d’un
long proboscis (trompe rigide), porté horizontalement, dépassant la téte vers I’avant et capable

de percer la peau (Fig.1).

Fig.1 : S. calcitrans (a) et M. domestica.

La tribu des Stomoxyini comprend 10 genres (Tableau 1) révisés par Zumpt, dont les plus
importants sont Haematobosca Bezzi (1907), Haematobia Lepeletier & Serville (1828) et
Stomoxys Geoffroy (1762).
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Nombre

Genres d’especes
décrites
Rhinomusca Malloch (1932) 2 Tableau 1 - Genres et
Neivamyia Pinto & Fonseca (1930) 5 nombre d’especes dans la
Bruceomyia Malloch (1932) 1 Erzlﬁ?n(rl,fs 189t%r)loxyml
Parastomoxys Zumpt (1973) 1
Prostomoxys Zumpt (1973) 1
Stygeromyia Austen (1907) 2
Haematobosca Bezzi (1907) 12
Haematobia Lepeletier & Serville (1828) 6
Haematostoma Malloch (1932) 1
Stomoxys Geoffroy (1762) 18

I. Description de Stomoxys spp.

Le genre Stomoxys (Diptera, Muscidae, Stomoxyini), essentiellement hématophage,
est associ¢ au bétail, a la faune sauvage et parfois a I’homme. Il est impliqué dans la
transmission de nombreux pathogenes. Ce genre se distingue des autres genres de la tribu des
Stomoxyini par des palpes maxillaires mesurant approximativement un tiers du proboscis et
par des antennes a arista ne portant des soies que sur la face dorsale. Le corps, de 3 a 10 mm
de longueur, est Iégerement velu a coloration terne. L'abdomen est grisatre a jaunatre avec des
taches foncées irrégulieres (Hewitt, 1910).

Le genre Stomoxys, originaire de 1’Ancien Monde, inclut 18 especes identifiées (Zumpt,
1973). Seule S. calcitrans, espéce anthropophile, a une distribution mondiale. Les autres
especes ont une distribution exclusivement tropicale (12 espéces sur le continent africain, 4
sur le continent asiatique et une espéce, S. sitiens, qu’on trouve a la fois sur le continent
africain et le continent asiatique) (voir la carte de distibution, annexe A).

S. calcitrans est plus connu sous le nom de mouche des étables (stable fly en anglais), mais
également de mouche charbonneuse, en raison de son réle dans la transmission du charbon
(Smith et al., 1987).

Malgré l'importance du genre Stomoxys, aucun travail exhaustif relatif a ce groupe n'a été

effectué¢ depuis le travail de révision systématique de Zumpt (1973). Ce genre n’est connu

17




qu’a travers 1’espéce cosmopolite S. calcitrans, qui est la plus étudiée. S. niger Macquart 1851
a fait ’objet de quelques études (Ramsamy, 1979 ; Charlwood & Sama, 1996 ; Garros et al.,
2004 ; Gilles et al., 2005a, 2005b, 2005c), principalement sur 1’ile de La Réunion. Plus
récemment, une étude préliminaire réalisée par Masmeatathip et al. (2006a, 2006b) décrit
succinctement 1’écologie de quelques espéces de Stomoxys en Thailande. Mavoungou et al.
(2008) ont entamé une étude sur l'inventaire et 1’écologie des stomoxes au Gabon. Au total,
on ne possede pratiquement aucune information écologique concernant les especes autres que
S. calcitrans. La description de la répartition et de 1’écologie connue des espéces de Stomoxys
est montrée dans annexe B.

Dans sa monographie, Zumpt (1973) a suggéré une origine orientale pour S. calcitrans de la
maniére suivante : « As synanthropic fly S. calcitrans has gained world-wide distribution, the
question of its original home has given rise to various speculations. For ecological reasons it
is doubtful whether this was the temperate part of the Palaearctic region, more probably it was
tropical parts of the Old World, and I suggest that the Oriental region has priority in this
respect». Cependant, Zumpt ne fournit aucune explication pour sa suggestion. Cette
hypothése est discutable, du fait qu’une origine afrotropicale de S. calcitrans est aussi
envisageable du moment ou 14 des 18 espéces connues du genre de Stomoxys sont présentes

en Afrique et 12 d'entre elles sont situées seulement sur ce continent.

Il. Réle pathogene : impact sanitaire et économique

Les stomoxes prennent des repas de sang interrompus, changeant fréquemment
d’hotes au cours d’un méme repas. Ce type de comportement a des conséquences
épidémiologiques graves pour le bétail (Leclerq, 1971 ; Zumpt, 1973). Les stomoxes causent
des pertes économiques importantes par leurs effets pathogenes directs (pertes de poids et de
production laitieére, baisse des défenses immunitaires) et par leur role dans la transmission de
pathogenes (virus, bactéries, protozoaires et helminthes) (Campbell et al., 1987; D’ Amico et
al., 1996).

Parmi les conséquences directes de la présence des stomoxes autour du bétail, on cite
I’anxiété induite par le harcélement, une spoliation sanguine importante, une diminution des
défenses immunitaires des animaux facilitant I’expression de maladies latentes. Les animaux
présentent souvent des boiteries avec un gonflement et une raideur au niveau des articulations
(Bishopp, 1913). En Illinois, Bruce & Decker (1958) ont mis en évidence une corrélation

significativement positive entre 1’abondance de S. calcitrans et la diminution de la production
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de lait d’une part et de sa teneur en matiére grasse d’autre part. Campbell et al. (1977) ont

observé une réduction moyenne en gain de poids de 13% a 20% chez des veaux infestés par

des stomoxes (50 a 100 mouches /animal). En 1987, Campbell et al. montrent qu’il est
économiquement rentable de traiter les animaux a partir de 2 stomoxes présents par membre
antérieur. Aux Etats-Unis, les pertes économiques infligées par les stomoxes a I’industrie du

bétail sont évaluées a 100 millions de dollars (Foil & Hogsette, 1994).

Pour les conséquences indirectes, les stomoxes ont été impliqués dans la transmission de :

- Virus, tels que les Capripoxvirus (famille des Poxviridae) responsables de la dermatose
nodulaire contagieuse, les Bunyavirus (Bunyaviridae) agents de la fiévre de la vallée du
Rift (Hoch et al. 1985), les Pestivirus (Flaviviridae) responsables de la peste porcine
africaine (Foil & Gorham, 2000) et les Lentivirus (Retroviridae) responsables de I’anémie
infectieuse des équidés (Foil & Issel, 1991). En septembre 2007, a l'université du
Montana (Etats-Unis), Greg Johnson a observé que des S. calcitrans se nourrissaient sur
des oiseaux. Cette observation, et le fait que le virus West Nile a été trouvé chez ces
mouches, suggeére que S. calcitrans pourrait étre impliqué dans I'amplification et/ou la
transmission du virus West-Nile dans la colonie de pélicans étudiée (observation non
encore publiée). Enfin, suite a des expérimentations conduites en laboratoire, Eigen et al.
(2002) ont émis I’hypothése de I’implication des stomoxes dans la transmission (le
passage) du virus HIV des grands singes a ’homme.

- Bactéries, telles que Anaplasma marginale, agent causal de I’anaplasmose (Foil &
Gorham, 2000), Bacillus anthracis, agent causal de I’anthrax ou fiévre charbonneuse
(Chantal, 1997) et Dermatophilus congolensis, responsable de la dermatophilose
(Richard & Pier, 1966; Foil & Gorham, 2000).

- Parasites (protozoaires et helminthes) : plusieurs espéces de stomoxes (S. calcitrans, S.
niger et S. taeniatus Bigot 1888) sont capables de transmission mécanique de
trypanosomes tels que Trypanosoma evansi, T. brucei et T. vivax (Mihok et al., 1995a;
D’Amico et al., 1996). S. calcitrans serait aussi capable de transmettre des Leishmania
spp. (Foil & Gorham, 2000), mais de nombreux spécialistes consultés en doutent. Il a été
montré que S. calcitrans était aussi hote intermédiaire d’helminthes du genre

Habronema, parasites de la paroi stomacale des chevaux (Zumpt, 1973).
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I11.Traits d’histoire de vie et écophysiologie

Le cycle de développement des stomoxes comprend 6 stades: 1’ceuf, trois stades
larvaires, la nymphe (ou pupe) et ’adulte (Ross et al,. 1982). Une fois les premiers repas
sanguins pris et le développement ovarien réalisé, la femelle cherche un milieu adéquat pour
déposer ses ceufs.

L'ceuf (environ 1 mm) éclot pour donner une jeune larve (stade L1); cette derniére va se
développer et subir des transformations (stades L2 et L3). A la fin du stade L3, I’asticot
s’immobilise dans la mati¢re organique en décomposition ou sur le sol humide et se tasse sur
lui- méme. Le tégument se durcit, formant une enveloppe (le puparium) renfermant la
nymphe qui va subir des modifications internes continues jusqu’a I’émergence du jeune
imago (métamorphose compléte). Aprés émergence, le tégument de 1’imago prend sa
coloration définitive en 30 minutes environ, le proboscis s’oriente vers ’avant et les ailes se
déplient, permettant ainsi a la mouche de s’envoler (Castro, 1967; Itard et al., 2000).

Les lieux de ponte et gites larvaires des Stomoxys sont treés variés et correspondent a de la
maticre végétale en décomposition (tas de fumier, tas d’herbe, etc.). IlIs sont souvent associés
a de mauvaises conditions sanitaires et de mauvaise gestion des ¢élevages (gestion des
fourrages, des déchets alimentaires, des effluents et de l'ensilage) (Meyer & Peterson 1983).
Ceci est vrai pour les espéces les plus connues, principalement S. calcitrans et S. niger. Les
femelles de S. calcitrans et de S. niger se déplacent fréquemment pour disperser leurs ceufs en
petits lots un peu partout sur le milieu de ponte choisi (Foil & Hogsette, 1994). Pour S.
calcitrans, la matiére organique végétale et en décomposition, éventuellement mélangée a des
déjections animales (fumier, herbes ou autres végétaux en décomposition, balles de foin
stockées dans les champs...), constitue le site de ponte de prédilection (Barré, 1981 ; Lysyk,
1993). Les déjections pures d’animaux sont moins attractives (Zumpt, 1973 ; Foil & Hogsette,
1994). Le milieu de ponte doit étre friable, poreux, avoir un fort taux d’humidité, et une
température comprise entre 15 et 30°C (Hafez & Gamal-Eddin, 1959a). S. niger pond dans un
substrat végétal en décomposition, notamment les amas de feuilles de cannes a sucres laissées
sur le sol aprés la coupe (Kunz & Monty, 1976). Les lieux de ponte et les gites larvaires des
autres especes ne sont pas connus.

De nombreux travaux ont évalué I'influence de la température sur les traits d’histoire de vie

de S. calcitrans (survie et temps de développement des immatures, longévité et reproduction
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des adultes) (Berry et al., 1976, 1977, 1978; Gilles et al., 2005 a, 2005b; Kunz et al., 1977,
Lysyk & Krafsur, 1993; Lysyk, 1995, 1998).

Chez S. calcitrans, la durée moyenne pour passer de l'ccuf a I'adulte est inversement
proportionnelle a la température, il faut plus de 60 jours a 15°C et moins de 12 jours a 30°C,
la durée minimale a été observée a 31°C (Lysyk, 1998). Sutherland (1979) a montré que la
température optimale d'incubation des ceufs était de 30°C, et qu'une température de 45°C était

létale.

Eufs : 24 h - éclosion

Ponte : 100-400 ccufs

Durée de vie:
10-30 jours

““Pupe:1-2 semaines

Fig.2 : Le cycle de développement des stomoxes avec les différents stades: a I’ceuf (environ 1
mm), b la larve (au stade L3 mesurant jusqu’a 1 cm), c la pupe renfermant la nymphe (4 a 7
mm) et d I’imago.

Le comportement des larves de S. calcitrans a été bien étudié par Hafez & Gamal-Eddin
(1961) et Berry et al. (1978). Les larves cherchent une humidité proche de la saturation, une
température de 15 a 30°C et sont fortement attirées par I'odeur de féces de cheval ou de vache,
et de certains produits comme l'ammoniaque, 1'éthylamine, la triméthylamine et I'acétone. A

I’approche de la pupaison, les larves préférent une humidité de 75 a 83% et une température
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de 15 a 25°C. Les nymphes de S. calcitrans tolérent apparemment une température ambiante
entre 20 et 30°C, mais la mortalité augmente considérablement hors de ces limites.
Globalement, Lysyk (1998) montre que la survie des immatures est maximale a 20-22°C. S.
calcitrans semble passer I’hiver a tous les stades de développement (Somme, 1961; Berry et
al,. 1978; Berkebile et al., 1994) et se développe lentement dans des milicux permettant
d’échapper aux basses températures (Somme, 1961; Lysyk, 1998).

Une récente étude, réalisée sur I'ile de la Réunion par Gilles et al., (2005b) sur S. calcitrans et
S. niger, montre que la survie des immatures est similaire chez les deux espéces et dépend de
la température, avec un optimum entre 20°C-25°C et une diminution trés marquée a 15 et a
35°C. C’est le stade ceuf qui est le plus sensible a 15°C et le stade pupe a 35°C. La survie des
immatures est toujours plus élevée chez S. calcitrans que chez S. niger. La durée de
développement des immatures est similaire chez les deux espéces, variant de 71 jours (15°C)
a 13 jours (30-35°C) pour S. calcitrans et de 69 jours (15°C) a 14 jours (30-35°C) pour S.
niger. Gilles et al., (2005¢), montrent également que la longévité des adultes est maximale a
15°C chez S. calcitrans et S. niger. Les traits concernant la reproduction varient aussi en
fonction de la température. Chez les deux espéces, le nombre moyen d’ceufs pondus par
femelle diminue quand la température augmente ; la fécondité devient nulle a 35°C. Enfin,
chez les deux especes, le taux net de reproduction (Rp) (le nombre de femelles produites par
femelle pendant une génération) augmente de 15 & 20°C puis décline de 20 a 30°C ; il devient
nul a35°C. Le temps de génération décroit quand la température augmente. Le taux
d’accroissement naturel (r) augmente chez les deux espéces entre 15 et 30°C. Cependant, a
15°C il est positif chez S. calcitrans et négatif chez S. niger, alors que de 20 a 30°C il est plus
¢levé chez S. niger (Gilles et al., 2005¢). Ces données d’écophysiologie comparée permettent
de comprendre comment I’espéce S. calcitrans a pu s’adapter aux régions froides en suivant

I’homme dans ses pérégrinations.

IVV.Dynamique des populations

Préférence trophique, comportement et dispersion :

Les stomoxes semblent étre capables de parcourir de grandes distances a la recherche

de nourriture et de conditions plus favorables (Bailey et al., 1979). Hogsette et al. (1987) ont

montré que des S. calcitrans avaient volé plus de 5 kilométres a la recherche d’un repas de
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sang. Des mouches marquées ont été retrouvées a 100 kilomeétres de leur lieu de marquage, et
méme jusqu'a 225 kilométres apres le passage d’une tempéte (Foil & Hogsette, 1994).

Selon les especes et la saison, les stomoxes adultes s’approchent de leur hotes préférentiels
deux a trois fois quotidiennement pour prendre un repas de sang pendant 2 a 30 minutes
(Hafez & Gamal-Eddin, 1959b; Kunz & Monty, 1976; Lysyk, 1995; Schofield & Torr, 2002).
Généralement, les stomoxes préférent se nourrir sur les parties inférieures, en particulier les
membres antérieurs, des animaux tels que les bovins, les chevaux, les porcs, les moutons et
les anes (Dougherty et al., 1995). En effet, dans ces endroits, le pelage est plus fin et les
vaisseaux sanguins sont plus proches de la surface de la peau. Durand la période de
pullulation, les stomoxes peuvent également s’alimenter sur les flancs ou le dos de leurs hotes
(Hogsette et al., 2008). Et, dans certaines conditions, les hommes peuvent également étre
attaqués comme sur les plages de Floride lors de pullulations (Hogsette et al., 1981).

Les stomoxes femelles exigent plusieurs repas de sang afin d'accomplir leur fonction
reproductrice (Jones et al., 1992). Les males exigent au moins un repas de sang afin de
produire le fluide séminal et d’inséminer une femelle avec succés (Foil & Hogsette, 1994).
Jones et al. (1992) ont noté que les stomoxes adultes peuvent se nourrir sur le nectar de
différentes fleurs, mais ce type de repas est insuffisant pour permettre la reproduction (Jones
etal., 1985).

Le nombre de S. calcitrans venant prendre un repas de sang est maximal entre 30°C et 32°C

(Hafez & Gamal-Eddin, 1959b, Berry & Campbell, 1985).

Activités:

La majorité des stomoxes ont une activité journaliére, uni- ou bimodale selon
l'environnement. Cela a été en particulier établi pour S. calcitrans (Berry & Campbell, 1985;
Gatehouse & Lewis, 1973; Kunz & Monty, 1976; Lysyk, 1995; Schofield & Brady, 1996).
Cependant, Masmeatathip et al. (2006a) ont observé une différence d'activité entre S.
calcitrans et les autres espéces de Thailande. Ainsi, S. sitiens et S. indicus, présentent un
pattern d'activité principalement crépusculaire. Il a été déja rapporté (Kano, 1953 cité par
Zumpt, 1973) que S. indicus était active au crépuscule, et capturée plus aisément par des
picges lumineux.

Une étude récente (Mavoungou et al., 2007) montre une activité diurne pour S. calcitrans, S.
n. niger, S. n. bilineatus, S. transvittatus et S. inornatus. Mais S. omega a une activité

crépusculaire, souvent bimodale.
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L'activité des stomoxes varie probablement en fonction du paysage (forét primaire, forét
secondaire et milieu anthropisé...), du climat (température, humidité et niveau du
rayonnement solaire...), et de I'état physiologique des insectes (Simmond, 1944; Kangwagye,
1973; La Breque et al. 1975; Charlwood & Lopes, 1980; Mavoungou et al., 2007).
Cependant, ces études dépendent beaucoup de la méthode de piégeage utilisée.

Sur un transect village — forét primaire, Mavoungou et al. (2007) ont montré que la
composition de la communauté d’espéces de stomoxes dépendait du paysage : especes
anthropophiles pres des villages, espéces « sauvages » en zones forestieres. Les abondances
les plus ¢€levées ont été obtenues dans les zones de forét secondaire, de bords de piste ou

d’écotones forét-savanes incluses.

V. Geénétique et structure des populations

Au total, peu de recherches génétiques concernant les stomoxes ont été¢ réalisées
jusqu’a présent. Jones et al. (1991) et Krafsur (1993) ont mesuré la variation d'allozymes de
populations géographiquement dispersées aux Etats-Unis. Ils ont montré I’absence de
différenciation génétique significative et donc I’existence d’un flux génique considérable
entre ces populations de S. calcitrans. Ces résultats ont été confirmés par Szalanski et al.
(1996) sur des populations du Nebraska, du Canada et du Texas, confirmant la faible
différenciation géographique (et temporelle) entre les populations de S. calcitrans. Szalanski
et al. (1996) et Jones et al. (1991) ont noté également que I’important flux génique
compensait les différenciations locales existant a 1’intérieur des populations de S. calcitrans.
Plusieurs facteurs peuvent expliquer la faible variabilité génétique dans les populations de S.
calcitrans aux Etats-Unis. Ce Muscidae a probablement été introduit en Amérique du Nord
durant les 500 derniéres années a partir de la région paléarctique (Marquez et al., 2007). Et
I'établissement de nouvelles populations en Amérique du nord a été certainement soumis a de
forts goulots d'étranglement (Szalanski et al., 1996).

Plus récemment, Gilles et al. (2005a) ont développé des marqueurs microsatellites fortement
polymorphes chez S. calcitrans et S. niger sur l'ile de la Réunion. Ces auteurs ont montré la
présence d’un flux génique important chez S. calcitrans en dépit des barriéres géographiques.
Ils ont également montré I’absence de structuration génétique chez les populations de S. niger
a I’échelle de Iile (Gilles et al., 2007b).

Enfin, dans le cadre d’un projet d’étude dans les 13 parcs nationaux gabonais, une évaluation

de I’impact de la fragmentation du paysage sur la diversité des populations de S. calcitrans a
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été entamée, en utilisant la technique d’AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
pour caractériser le polymorphisme intraspécifique (Dsouli-Aymes et al., 2008). Ce travail
cherchait a comparer des populations vivant en milieu fermé, supposé étanche aux flux de
genes (la forét équatoriale du Gabon) et des populations vivant en milieu ouvert propice aux
flux de geénes (la zone des Causses en France). Le résultat de ce travail est présenté en annexe

C.

VI.Piégeage

Plusieurs types de picges ont été proposés afin de contrdler les stomoxes. En premier
lieu, il existe des pieges a colle utilisant comme support attractif I’ Alsynite® (fibres de verre
incorporées dans de la résine). Les stomoxes sont sensibles aux radiations émises par
I’Alsynite dans le proche ultraviolet sous 1’éclairement du soleil (Berry et al., 1986). La
découverte de ce type de pieges a considérablement amélioré la capture de S. calcitrans. Le
premier piege a Alsynite utilisé fut le piege Williams (1973), qui consistait en deux panneaux
placés verticalement a 1,35 m au-dessus du sol, enduits de glu et fixés ensemble par leur

milieu. Le second fut le piege Broce (1988), composé d’un panneau d’Alsynite de forme

cylindrique (Fig.3).

Fig.3 : Piege Alsynite.

En second lieu, il existe des pieges en tissu, utilisant la couleur bleue comme attractif visuel et
un systéme de nasse pour récupérer les mouches. Ces pieges ont €té initialement inventés

pour les glossines en Afrique, ensuite ils se sont révélés efficaces dans la capture des
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stomoxes (Mihok et al., 1995b; Gilles et al., 2007a). Ce type de pi¢ge se décline en de
nombreuses variantes. Les plus utilisés sont le piege Vavoua (Fig.4) (Laveissiere & Grebaut,

1990) et le piege Nzi (Mihok, 2002). Ces pic¢ges utilisent un tissu de couleur bleue phtalogeéne

attractive pour ces mouches.

Fig.4 : Piege Vavoua (Photographie : G. Duvallet)
Des études ont été entreprises dans différents régions (Amérique du Nord, Afrique et ile de La

Réunion) pour tester 1’efficacité des picges et pour les comparer entre eux (Hogsette & Ruff,

1990; Gilles et al., 2007a ; Taylor & Berkebile, 2006)
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Chapitre II :

Phylogénie des stomoxes
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Introduction

Depuis I'introduction de la théorie d'évolution, une des implications de la biologie
consiste a étudier les relations phylogénétiques entre les espéces. Ceci est particuliérement
important, parce que toutes les différences qui existent entre les espeéces (morphologie,
physiologie, écologie, comportement, ou répartition géographique) ont évolué¢, comme les
espéces elles-mémes, au cours de la phylogénése. La recherche sur le lien phylogénétique
entre toutes les especes existantes est une mission de la systématique phylogénétique (Hennig,
1965).

La systématique phylogénétique ou cladistique est fondée par Willi Hennig en 1950 et
a été largement développée au cours de ces trente derni¢res années. Elle propose de retrouver
les parentés évolutives entre especes en les rassemblant en groupes monophylétiques, c’est-a-
dire en groupes comportant un ancétre commun et la totalité¢ des descendants. Pour cela, elle
exploite avec un maximum de rigueur le concept darwinien de descendance avec
modifications. Ainsi, le processus par lequel de nouvelles espéces vivantes apparaissent a
partir d’espéces ancestrales est nommé « spéciation ». On distingue plusieurs types de
spéciation, résultant de 1’action de la sélection naturelle et de la dérive génétique. L’ existence
des especes est donc une conséquence de la théorie de I’évolution.

I1 existe trois €coles principales de classification qui se distinguent par la fagon dont
elles présentent I’évolution. L’école phénétique (ou taxinomie numérique) établit la hiérarchie
selon la similarit¢ globale entre les groupes qui refléte selon eux leur évolution. L’école
phylogénétique classe les especes en fonction de 1’age de leur plus proche ancétre commun.
L’école évolutive inclut dans sa classification des critéres phénétiques et phylogénétiques. Le
systtme le plus rigoureusement ancré dans la théorie de I’évolution reste le systeme
phylogénétique (David & Samadi, 2000).

Aujourd’hui, la classification a pour objectif de retracer I’histoire évolutive ou
I’histoire de spéciation des organismes au travers de I’établissement d’arbres phylogénétiques
et d’estimer le temps de divergence entre les organismes depuis leur dernier ancétre commun.
Le chapitre suivant sera consacré a I’étude des relations phylogénétiques du genre Stomoxys
sur des criteres morphologiques et moléculaires et a 1’¢lucidation de I’histoire évolutive de
différentes espéces. Notre étude phylogénétique du genre Stomoxys sera exposée en deux sous
chapitres sous formes d’aticles. Le premier sous chapitre concerne les résultats de la
phylogénie morophologique intitulé « First contribution to Systematic relation among

Stomoxys species (Diptera : Muscidae) ». Cet article est en préparation, nous essayerons
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d’améliorer ce travail en cherchant d’autres caractéres morphologiques. Ensuite, la deuxiéme
partie concerne les résultats de la phylogénie morphologique. Ce travail fait ’objet d’une
publication soumise intitulée « Combined mitochondrial and nuclear phylogenetic analyses
support the paraphyly of the genus Stomoxys (Diptera: Muscidae) and suggest an Oriental

origin of these parasitic flies ».
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First Contribution to Systematic relation among Stomoxys species (Diptera: Muscidae)

(En preparation)
Introduction

Understanding the history of flies is critically important in biology and medicine because of
the sanitary or economically impact of species like fruit flies, mosquitoes, house flies, med
flies. Comparative research on flies is built on the foundations of an understanding of their
evolutionary trends and having a reliable phylogenetic tree.

There are approximately 5000 described species of Muscidae in some 170 genera and the
family is amply represented in all biogeographic regions. The larvae are usually
coprophagous, saprophagous or predaceous, while adults can be saprophagous, predaceous,
haematophagous, nectarivorous or pollinivorous. Some species are of great medical and
veterinary importance, acting as vectors of a number of pathogens, and other species are of
considerable ecological importance. Because of the large number of species and genera,
together with the recent explosive diversification of the family worldwide, there have been
many different and often conflicting classifications and phylogenetic hypotheses proposed for
the family (Malloch, 1934; Séguy, 1937; Hennig, 1965; Couri & Pont, 2000; De Carvalho &
Couri, 2002; Couri & De Carvalho, 2003; Savage et al., 2004; Kutty et al., 2008).

Most of the descriptive and classificatory work on the Stomoxyini was carried out in the first
half of the last century, especially by Malloch (1932a, b, ¢) and Zumpt (1938, 1939, 1940,
1950). The group was generally treated as a subfamily distinct from the Muscinae, and in his
final work on the group, Zumpt (1973) recognized ten genera. Hennig (1965), in the first
attempt at a phylogenetic classification of the Muscidae, placed the Stomoxyinae as the most
apical subfamily and, because of the biting and blood-sucking feeding habit, suggested
affinity with the Glossinidae and Pupipara. This was not generally accepted. De Carvalho
(1989b) proposed a classification of the Muscidae based on a cladistic analysis of
morphological characters of the adult, but with very few species. The resulting cladogram was
used to propose a phylogenetic classification with seven subfamilies and eight tribes. He
suggested, among other things, that the two subfamilies Muscinae and Stomoxyinae should be
combined into a single subfamily Muscinae. The Muscini and Stomoxyini are now recognized
as two sister-group tribes in the subfamily Muscinae, which is considered to be one of the

most basal subfamilies (De Carvalho, 1989b; Couri & De Carvalho, 2003).
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Currently, eight subfamilies are recognized (Achanthipterinae, Atherigoninae, Azeliinae,
Cyrtoneurininae, Coenosiinae, Muscinae, Mydaeinae, and Phaoniinae), but the subfamilies
and tribes are still undergoing many classificatory changes (Couri & Pont, 2000; Couri & De
Carvalho, 2003; Savage & Wheeler, 2004; Nihei & De Carvalho, 2007; Schuehli & De
Carvalho 2005; Kutty et al., 2008).

Species of the Stomoxyini are closely associated with mammals and are easily recognized by
the structure of the proboscis, which is adapted for biting and blood sucking. Several species
have become major pests of domestic livestock. In spite of the importance of the Stomoxyini,
no exhaustive work was carried out on this group except for the most recent, and indeed the
only, comprehensive monograph by Zumpt (1973). He recognized 10 genera, and little has
changed since this work. One particularly striking feature in his classification is the

recognition of 4 of the genera as monobasic.

It is evident that a revision of the Stomoxyini is required. Our purpose is to contribute to this
work by checking the taxonomic status of the genus Stomoxys Geoffroy and by investigating
the relationships among the species, which will lead us to offer hypotheses about the
geographic origin, diversification and dispersal of the genus. Stomoxys is the largest genus in
the tribe Stomoxyini, with 18 species recognized (Zumpt, 1973). Only S. calcitrans is
worldwide in distribution. The other species have an exclusively tropical distribution, with 12
species on the African continent, 4 on the Asian continent, and S. sitiens found on both
continents. Here we carry out a preliminary cladistic analysis of the Stomoxys group based on
an analysis of morphological characters. It should be pointed out here that our work is

intended as an introductory contribution to the phylogeny of this lineage.
Material and Methods

Material

The material used in this study belongs to the Laboratoire de Zoogéographie, Université Paul-
Valéry, Montpellier, France, and to the Department of Entomology, the Natural History
Museum, London. Only adult morphological characters were used in the analysis. For many

species larval stages are not known.
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Characters were coded as binary and multistate. Information not available was coded as a

question mark (?).

Terminal taxa are represented by: S. calcitrans (Linnaeus), S. sitiens Rondani, S. indicus
Picard, S. bengalensis Picard, S. niger niger Macquart, S. niger bilineatus Griinberg, S.
pallidus Roubaud, S. omega Newstead, S. transvittatus Villeneuve, S. inornatus Griinberg, S.
varipes Bezzi. Four outgroup taxa representing Stomoxyiini genus were included in the
analyses: Prostomoxys Zumpt, Haematobia Lepeletier & Serville, Haematobosca Bezzi and

Rhinomusca Malloch, with each genus represented by one species.

Phylogenetic analyses

The data matrix (table 1) was analyzed with two different phylogenetic inference programs
using Parsimony: PAUP4.0b10 (Swofford, 2002) and TNT 1.1 (Tree Analysis using new
Technology, Goloboff et al., 2008). The heuristic search procedure in PAUP4.0b10
(Swofford, 2002) was performed with 1000 replicates of random addition sequence followed
by TBR (tree bisection and reconnection) branch swapping. All characters were considered
unweighted and non additive (all changes are considered equally informative (Goloboff,
1997)). Consensus tree were calculated as strict consensus. Cladogram measures such as the
consistency index (CI), the retention index (RI) and the rescaled consistency index (RC) to

evaluate the fit of the data to the cladogram.

Parsimony analyses with TNT 1.1 were performed, after increasing the maximum number of
saved trees to 3.000. A traditional TBR heuristic search was implemented, performing 1000
replicates and saving 10 trees per replication, replacing existing trees. To assess confidence in
the resulting phylogenetic estimate, the data were subjected to a bootstrap analysis using
symmetric resampling implementing a traditional search with 33% change probability (1000
replicates). Analyses were carried out either using equal weight or weight predefined by the
user.

The Weighting of characters is designed to provide a weight more important to characters that
we judge carrying phylogenetic meaningful information. Weights can be assigned a priori
according to morphological observations. The greatest weight was given to character
predefined by Zumpt key and separating Stomoxyini genera. The lowest weight was settled to

morphological characters less useful for separating Stomoxys species.
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Characters weight values settled in this study vary from 1 to 4 according to their taxonomic
implication in the following way:

-Value 4, fixed to characters separating Stomoxyini genera according to Zumpt key.

-Value 3, fixed to characters separating Stomoxys species for both male and female according
to Zumpt key.

-Value 2, fixed to characters describing Stomoxys species, according to Zumpt description and
to personal observations.

-Value 1, fixed to the slightest variable characters within the Stomoxys species.

Cladograms were rooted by choosing one effective outgroup, here Rhinomusca dutoiti.

Characters and characters states

Rhinomusca is regarded as the most primitive genus in the Stomoxyini (Zumpt, 1973); and 27

characters were polarized by Rhinomusca dutoiti Zumpt as outgroup.

1- Width of female frons to eye-length: (0) about 1/2 of eye length; (1) less than 1/2. Weight:
2. (Fig. 2).

2- Width of male frons to eye-length: (0) less than 1/3; (1) more than 1/3. Weight: 2.
A narrow male frons is considered to be plesiomorphic in Stomoxyini.

3- Maxillary palpi form: (0) strap-like and internally not grooved; (1) strap-like or terminally
dilated, internally grooved. Weight: 4.

Strap-like and internally not grooved palpi are considered to be plesiomorphic in the

Stomoxyini by Zumpt (1973).

4- Maxillary palpi/proboscis: (0) palpi about as long as proboscis. (1) palpi much shorter than
proboscis. Weight: 4. (Fig. 1).

The plesiomorphic state in the Stomoxyini is a short proboscis with palpi as long as proboscis.

5- Maxillary palpi/epistome: (0) palpi shorter than epistome; (1) palpi as long as epistome.
Weight: 4. (Fig. 2).

6- Arista: (0) with dorsal and ventral hairs; (1) with dorsal hairs only. Weight: 4. (Fig. 3).

Arista with dorsal and ventral hairs is considered to be plesiomorphic (Zumpt 1973).
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7- Antenna: (0) postpedicel twice as long as pedicel; (1) postpedicel 2.5 - 3 times as long as
pedicel. Weight: 1. (Fig. 3).

8- Antenna colour: (0) black to dark brown; (1) yellow-brown to brown; (2) yellow to orange.

Weight: 1.
9- Postalar declivity: (0) bare; (1) setulose. Weight: 4. (Fig. 4).

A setulose postalar declivity was considered to be plesiomorphic by Zumpt (1973) but we

consider it to be apomorphic as it is a character that is only rarely found in the Muscidae.

10- Katepimeron ou Sternopleuron: (0) with anterior seta present; (1) with anterior seta

absent. Weight: 4. (Fig. 4).

The presence of the anterior katepisternal seta is plesiomorphic (Zumpt, 1973).

11- Colour of scutum: (0) greyish pruinose; (1) shining undusted. Weight: 1.

12- Notopleuron ou propleuron: (0) setulose; (1) bare. Weight: 4. (Fig. 4).

The presence of setulae around the base of the setae is plesiomorphic (Zumpt, 1973).

13- Proepisternal declivity: (0) bare; (1) setulose or bare; (2) setulose. Weight: 4. (Figure 4).

The presence of setulae in the proepisternal declivity is said to be plesiomorphic by Zumpt
(1973), but we consider it to be apomorphic as it is a character that is only rarely found in the

Muscidae, but most notably in Musca domestica Linnaeus.
14- Scutal pattern: (0) type I; (1) type II; (2) type I1I. Weight: 1. (Fig. 5).
15- Wings of male: (0) hyaline; (1) with a slight or complete brownish tinge. Weight: 2.

16- Vein R1 (1* longitudinal wing vein), at base on dorsal surface: (0) bare; (1) with a few

setulae. Weight: 3. (Fig. 6).

17- Vein R1 (1* longitudinal wing vein), on terminal part: (0) bare; (1) with few a setulae.

Weight: 1.

18- Vein R4+5 (3rd longitudinal vein), on dorsal surface: (0) setulose up to, or rarely slightly

past, r-m crossvein; (1) setulose almost on entire length; (2) bare. Weight: 1. (Fig. 6).

19- Cell r4+5 (1* posterior wing cell), opening at wing-margin: (0) less than 1/2 as wide as
cell width at widest point; (1) one half as wide as cell width at widest point. Weight: 3. (Fig.
6).
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20- Colour of femora: (0) black to dark brown; (1) yellow to yellow brown; (2) only 2/3
proximal yellow. Weight: 1.

21- Colour of tibiae: (0) dark brown to blackish; (1) yellow to yellow-brown. Weight: 2.
22- Colour of tarsi: (0) dark brown to blackish; (1) yellow to yellow-brown. Weight: 3.

23- Hind femur: (0) with a row of few hairs ventrally; (1) with long ventral hairs, some of

which are longer than the femoral diameter; Weight: 2.

24- Hind tibia: (0) without submedian ventral setae; (1) with 2 or 3 short ventral setae in

apical half. Weight: 2.
25- Protarsus in male: (0) simple; (1) with a row of curled hairs. Weight: 2.
26- Tarsomere 1 of hind leg in male: (0) simple; (1) enlarged. Weight: 2.

27- Ground-colour of abdomen: (0) blackish or dark brown; (1) yellow to yellow-brown.

Weight: 3.

Results and discussion

Analysis of all characters with equal weight produced 8 most parsimonious cladograms with
PAUP (length = 62 steps; CI = 0.52; RI = 0.36; RC = 0.19; the CI excluding uninformative
characters was 0.43) and 5 cladograms with TNT. Both analyses produce the same strict
consensus cladogram (Fig. 7). Resulting cladogram was unresolved. Stomoxys species appear
as sister group of Haematobosca wooffi and Haematobia irritans clade. Haematobosca and
Haematobia genera seem cluster (bootstrap = 77 for both analyses). Most of Stomoxys species
are presented in polytomic nodes and that does not inform us about their phylogenetic
relationship. However, we note the existence of a clade “A” including S. inornatus, S.
transvittatus, S. pallidus and S. omega. This cluster was supported by high bootstrap values
(84 and 66 for TNT and PAUP respectively).

Application of character weighting provided an improvement in resolution of the cladogram
by tying S.niger niger, S. niger bilineatus and S. varipes together as sister group for S.
indicus, S. bengalensis, S. calcitrans and S. sitiens (Fig.8).

According to Goloboff (1997), weighting method should be able to recover the “right”
groupings, since it shows more nodes than equal weighting in the tree. Our results show
greater number of nodes for weighted optimization (5 and 11 nodes with equal weighting and

weighting methods respectively) (Fig. 7, 8).
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The tree produced by TNT using weight predefined by user is selected to list major
synapomorphies (Fig. 9). Hence, species of Stomoxys appear as the sister group of the clade
comprising H. wooffi and H. irritans. Monophyly of Stomoxys species is supported by palpi
much shorter than proboscis (character 4). Stomoxys is characterized by palps shorter than
half the length of the proboscis. Zumpt mentioned that the plesiomorphic form of the
Stomoxyini mouth-parts can be accepted as the maxillary palps being about as long as the
proboscis.

Phylogenetic analysis split the Stomoxys group into three major monophyletic groups: Clade
A (described previously); clade “B” including S. niger and S. varipes and clade “C” including
S. indicus, S. bengalensis, S. sitiens and S. calcitrans.

-Clade “A” is supported by one synapomorphy, hind tibia with 2 or 3 short ventral setae in
apical half (character 24). This clade includes species from different parts of Ethiopian region.
These species are ubiquitous and are restricted to forest landscapes, where they feed

especially on wildlife fauna (Zumpt, 1973).

- Clade B is supported by one synapomorphy (character 5): the maxillary palpi being as long
as epistome. This character was diagnosed by Garros et al. (2004) when comparing S. niger
niger and S. calcitrans in La Reunion island. Moreover, we have observed this character for
S. n. bilineatus and the few females of S. varipes we could observe.

The close relations between S. niger niger, S. niger bilineatus and S. varipes, corroborated in
this analysis, were discussed by Zumpt (1973) who treated S. niger niger and S. niger
bilineatus as two “subspecies”. Colour of tibiae and tarsi (character 21 and 22) was different
in both species, blackish for S. niger niger and yellow to yellow-brown for S. niger bilineatus.
But differences in colour may be influenced by different development stage conditions.
According to Zumpt (1973) description, male S. varipes morphology is very close to S. niger.
In Malloch’s key (1932a) S. varipes male runs down to S. niger. S. varipes males were
separable from S. niger only by longer and denser hairs on mesonotum (Zumpt, 1973).
However, nothing was recorded about the biology of S. varipes. For S. niger subspecies, some
information about their ecological habits were collected in Gabon. S. niger bilineatus is
abundant in savannas with wild fauna, whereas S. niger niger is more linked to human

activities (Mavoungou et al., 2008).

-The monophyly of Clade C was defined by the presence of few setulae at the base of the 1*

longitudinal wing vein. After S. calcitrans, S. indicus is the most common Stomoxys species
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in the Oriental region. S. indicus is associated to cattle and seem to be active in the evening,
whereas, remaining species are diurnal (Mavoungou et al., 2008, Masmeathatip et al., 2006).
S. bengalensis occurs only in Asia, S. sitiens is found in both African and Asian continents
while S. calcitrans has a widespread distribution. S. calcitrans and S. sitiens have been found
associated with human activities. S. calcitrans is characterized by 2 autapomorphies

(character 1 and 2), both male and female present broader frons width.

Conclusion

We have presented here an initial step for Stomoxys cladistic analysis. But we were limited in
this analysis by the low number of characters available. Colour characters can be a bit dubious
because they are easy changed, e.g. temperature in the puparial stage (Wilson et al., 1992).
There are indeed very few structural characters to differentiate Stomoxys species. Our study
manages to clarify many important issues surrounding the systematics of Stomoxys genus. It
also provides a first insight into the relationships within the Stomoxyini and is a start for more
extensive work on this tribe involving the remaining Stomoxyini genera. Dissection of male
genitalia could provide a good taxonomic feature by describing the cerci and the surstyli
shape. Indeed, immature stages and ecological information must be taken into account. It is
clear, that combined morphological, ecological and molecular information is needed to
resolve Stomoxys relationships

We are confident that the ongoing work on the Assembling the Tree of Life for Diptera will

soon provide new data about natural history evolution in Diptera and other insects.
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Fig. 1: Heads of Stomoxys calcitrans (Linnaeus), Haematobosca stimulans (Meigen) and

Haematobia irritans (Linnaeus). Source: Zumpt (1973).

Proboscis ————> Scale : 2 mm

Fig. 2: Head of Stomoxys calcitrans. EO: interocular distance; LO: ocular length; PM: length

of maxillary palpus.

38



Fig. 3: Frontal and lateral view of head of a musciform fly.

ant = antenna, ar = arista, au = compound eye, b = bucca, bb = height of bucca, epi =
epistome, ev = outer vertical bristle, f = frontal bristle, fo = fronto-orbital bristles, g = facial
ridge, iv = inner vertical bristle, oc = ocellar bristle, ocb = postocular bristles, occi = occiput,
ocl = ocelli, paf = parafrontal and parafacial bristles, peri = peristome, pfa = parafacialium,

pfr = parafrontalium, prof = profrons,sst = frontal stripe, vi = vibrissa, vibr = vibrissarium.

Source: Zumpt (1973).
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Fig. 4: Thorax, dorsal and lateral view of Diptera;

Ac = acrostichal bristles, dc = dorsocentral bristles, h = humeral bristles, ht = halter, hy =
hypopleuron with hypopleural bristles, ia = intra-alar bristles, n = notopleural bristles, pa =
postalar bristles, ph = posthumeral bristles, postal = postalar declivity, pp = propleural
bristles, prs = presutural bristles, prst = prostigma, ps = postscutellum, pst = prostigmatic
bristle, ptst = poststigmata, sa = supra-alar bristles, sc = scutellar bristles, spqr =
suprasquamal ridge, sq = thoracic squama, sqpl = supraspiracular convexity, ststernopleuron

with bristles. Source: Zumpt (1973).
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Fig. 5: Different thoracic patterns of Stomoxys species.

- Pattern I: drawn from a) R. dutoiti and b) S. calcitrans. Similar pattern was observed by S.

Pattern I
d)
Pattern 11
f)
Pattern III

sitiens, S. indicus, S. bengalensis, S. niger niger, S. niger bilineautus, S. varipes, H. woffi, H.

irritans and P. saegerae;
- Pattern II: drawn from c) S. omega and d) S. pallidus;
- Pattern III: drawn from €) S. inornatus and f) S. transvittatus.

Source: Najla Dsouli-Aymes.
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Fig. 6: Wing of a musciform fly.

ep = epaulet, Bas = basicosta, Co; = costal cell, St = subcostal cell, R = first basal cell, R; =
marginal cell, R3 = submarginal cell, Rs = first posterior cell, M = second basal cell, M; =
second posterior or discal cell, Cu = third basal cell, Cu; = third posterior cell, An = axillary
cell, Al = aluta, Asq = alar squama, Tsq = thoracic squama, cos = costa, CS;.s= segments of
costa, st = stem vein, sc = subcosta, r; = first longitudinal vein, r,+3 = second longitudinal vein,
1415 = third longitudinal vein, m; = fourth longitudinal vein (media), cu; = fifth longitudinal
vein, an = sixth longitudinal vein, ax = axillary vein, r-m = discal cross vein, m-cu = upper
cross vein, cu = lower basal cross vein, tap = upper marginal cross vein, tp = ower marginal

cross vein. Source: Zumpt (1973).
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Fig. 7: Strict consensus of the most parsimonious cladograms under Equal Weight, generated

by PAUP and TNT.
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Fig. 8: Strict Consensus cladogram (11nodes), with weighted characters produced by TNT.
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Table 1: Data matrix of some Stomoxyini species used in the cladistic analysis

1
Stomoxys calcitrans 0
Stomoxys sitiens 1
Stomoxys indicus 1
Stomoxys bengalensis 1
Stomoxys niger 1
Stomoxys bilineatus 1
Stomoxys pallidus 1
Stomoxys omega 1
Stomoxys transvittatus 1
Stomoxys inornatus 1
Stomoxys varipes 1
Haematobosca wooffi 1
Haematobia irritans 1
Prostomoxys saegerae 0
Rhinomusca dutoiti 0
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Abstract

The genus Stomoxys Geoffroy (Diptera; Muscidae) contains species of parasitic flies that are
of medical and economic importance. We conduted a phylogenetic analysis including ten
representative species of the genus, together with the closely related genera Prostomoxys
Zumpt, Haematobosca Bezzi, and Haematobia Lepeletier & Serville. Phylogenetic
relationships were inferred using Maximum Likelihood and Bayesian methods from DNA
fragments from the mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I (COIL, 753 bp), the
cytochrome b gene (CytB, 587 bp) genes, and the nuclear ribosomal internal transcribed
spacer 2 (ITS2, 426 bp). The combination of mitochondrial and nuclear data strongly supports
the paraphyly of the genus Stomoxys because of the inclusion of Prostomoxys saegerae
(Zumpt). This unexpected result suggests that Protostomoxys should be renamed into
Stomoxys. Also, the deep molecular divergence observed between the subspecies S. niger
niger Macquart and S. niger bilineatus Griinberg led us to propose that they should be
considered as distinct species in agreement with ecological data. Moreover, our phylogenetic
results revealed three distinct lineages within the genus Stomoxys with a strong
biogeographical component. The first and most basal lineage is represented by the sole and
divergent Asian species S. indicus. The second clade consist of the strictly African species S.
inornatus, S. transvittatus, S. omega, and S. pallidus. Finally, the third clade includes both
African occurring and more widespread species such as the livestock pest S. calcitrans. Both,
the inferred topology and divergence time estimates suggest that the genus Stomoxys
originated in the Oriental region in the late Oligocene around 30 million years ago with

subsequent migration events between the African and Asian continents.
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Introduction

Stomoxys flies belong to the tribe Stomoxyini in the subfamily Muscinae (De Carvalho, 1989;
Couri & De Carvalho, 2003). This subfamily is part of the large family Muscidae comprising
about 4500 described species in 180 genera (De Carvalho et al., 2005). Within Muscidae,
several taxonomic levels have been studied using phylogenetic criteria to assess relationships
among species (Couri & De Carvalho 2003; Schuehli & De Carvalho 2005; De Carvalho &
Pont 2006; Couri & Pont 2000).

Recently, Nihei & De Carvalho (2007) carried out a cladistic analysis to assess the
monophyly of the Muscini tribe. However, since the monograph of Zumpt (1973) who
proposed the monophyly of Stomoxyini on the basis of morphological characters, and despite
the medical and economic importance of Stomoxyini, no phylogenetic analysis has been
carried out to assess their taxonomic position. The flies of the Stomoxyini tribe are recognized
easily by their piercing/sucking mouthparts (which differentiate them from the common
housefly (Musca domestica). The Stomoxyini consist of 10 genera and about 39 species
reviewed by Zumpt, the most medically and economically important being Haematobosca

Bezzi, Haematobia Lepeletier & Serville and Stomoxys Geoffroy.

Stomoxys flies are principally haematophagous, and are associated with livestock and wildlife
throughout the world. The most studied species, Stomoxys calcitrans (Linnaeus), is an
economically important pest of cattle and several studies have attempted to estimate their
impact on cattle production (Miller et al., 1973; Campbell et al., 1977, 2001). They represent
a serious nuisance not only because of their painful bites and blood predation, but also
because they are involved in the mechanical transmission of several pathogens (Zumpt, 1973;

D’Amico et al., 1996; Foil & Gorham, 2000).

The genus Stomoxys, which originated from the Old World, includes 18 species (Zumpt,
1973). Only S. calcitrans has a worldwide distribution, as it is a synanthropic fly. Other
species are exclusively tropical, twelve of which are located on the African continent, four on
the Asiatic continent and one species, S. sitiens Rondani, has been found in both African and

Asiatic continents (Zumpt, 1973) (Table 1).
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In this study, First, we clarify the phylogenetic relationships of the Stomoxys genus
mitochondrial (COI, Cyt-b) and ribosomal (ITS2) nucleotide sequences. Mitochondrial DNA
(mtDNA) was chosen because of its maternal inheritance, high copy number, and availability
of many universal PCR primers. The ITS2 regions are easy to amplify and are used already in
other phylogenetic studies of Muscidae (Avise, 2004). This work explores congruence and
information content within the different molecular datasets analysed using multiple
phylogenetic methods. Phylogenetic results partitions are discussed and taken in consideration
to make a revision of the group. Second, we propose estimations of divergence times of major

clades. Then, we attempt to discuss the evolutionary history of Stomoxys species.

Materials and Methods

Taxon sampling

The material used in this study belongs to the Laboratoire de Zoogéographie, Université Paul-
Valéry, Montpellier, France, and to the Department of Entomology, the Natural History
Museum, London. For Stomoxys we included 12 species or subspecies. As outgroups, we
incorporated Prostomoxys saegerae, the unique representative species of Prostomoxys, and
Haematobosca croceicornis Pont and Dsouli, a new species described from Gabon (Pont &
Dsouli, in press). For this study we included sequences of Haematobia irritans (Linnaeus)
and Musca domestica obtained from GenBank. Geographical origins of studied specimens are
listed in Table 1. Voucher specimens are deposited at Laboratoire de Zoogeographie

(Université Paul Valéry, Montpellier, France).

DNA extraction, amplification and sequencing

Genomic DNA was extracted using the DNeasy tissue Kit (QIAGEN) to a final volume of
180 pl. Amplification by PCR, using the primer pairs described in Table 3, revealed
amplicons for the COI (753 bp), CytB (587 bp) and ITS2 (~ 430 bp) regions. Standard
protocols were used for all PCR amplifications. They were performed in a 30ul reaction
volume containing, in final concentrations, 200 uM dNTPs (diNucleotide Tri Phosphate), 10
x buffers, 25uM of each primers and 0.5ul Taq polymerase (Eurogentec Red GoldStar™), and
3 pl of 180ul total volume of DNA solution extraction. Thermal cycling conditions were
initial denaturation at 94°C for 4 min, 35 cycles of denaturation at 94°C for 40 s, annealing at

48-50°C for COI, 57-58°C for Cyt-b, and 60-62°C for ITS2, and extension at 72°C for 1 min.
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An elongation step at 72°C for 10 min completed the DNA amplification. One to ten

specimens for each species were sequenced at the CNS Genoscope, Evry, France.

Phylogenetic analysis

The nucleotide sequences from COI, Cyt-b and ITS2 were aligned using the multiple
alignment program ClustalW 1.4 (Thompson et al., 1994) implemented in BioEdit (Hall,
1999). Sequence alignment was adjusted by visual inspection, taking the sequence of S.
calcitrans available in GenBank as a reference (Table 2). Alignments were cleaned from
problematic alignment blocks using Gblocks 0.91 (Castresana, 2000).

Analyses were carried out on various datasets, including COI, Cyt-b, ITS2 and combined
mtDNA - rDNA. Sequences for the ITS2 gene region could not be obtained for S. sitiens from
Burkina and for S. uruma Shinonaga & Kano. Incongruence in combined markers was tested
using the incongruence length difference test (ILD test) (Farris et al., 1994) within
PAUP4.0b10 (Swofford, 2002).

Maximum likelihood (ML) reconstruction was conducted within PHYML v2.1b1 (Guindon &
Gascuel, 2003). The optimal model of molecular evolution for likelihood analysis was chosen
using AIC as implemented in Modeltest (Posada & Crandall, 1998) using PAUP4.0b10
(Swofford, 2002). ML trees were bootstrapped with 1000 replicates to evaluate the confidence
for each node of the tree topology; the branches with less than 50 % support are generally
shown as unresolved polytomies.

Bayesian Markov Chain Monte Carlo phylogenetic analysis was conducted using MrBayes
3.0 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) using the models and parameters suggested for each data
matrix by Modeltest. Each Markov chain in the Bayesian search was started from a random
tree and run for 3,000,000 generations. Trees were saved every 500 generations. Four chains
were run simultaneously, three hot and one cold. The initial 2000 trees in each run were
discarded as burn-in samples. Posterior probabilities greater than or equal to 95 % are
generally regarded as strong support for a clade (Wilcox et al., 2002).

Base frequencies, sequence variations, and divergence values were determined using the
MEGA 4 program were conducted using the Maximum Composite Likelihood method in
MEGA4 (Tamura et al., 2004; 2007). Rate variation among sites was modeled for each gene
with the gamma distribution value found with the best model. All positions containing gaps

and missing data were eliminated from the dataset.

Molecular dating
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Comparisons of gene sequence variation over time enable estimation of historical dates of
divergence with or without the aid of dates provided from the fossil record. Recent
approaches for estimating divergence use stochastic methods that assume a different rate of
evolution and therefore explain the rate heterogeneity between lineages (Douzery et al., 2006;
Knapp et al., 2005).

Bayesian inference under relaxed-clock models implemented by Multidivtime (Thorne &
Kishino, 2002) (http://statgen.ncsu.edu/thorne/multidivtime.html) was used to perform the
molecular dating process. An assumed topology, onto which sequence divergence rates are
estimated, was sourced from a tree generated in this study (Fig. 3) as the best hypothesis of
Stomoxys evolution. Further species of Drosophilidae (D. virilis, D. melanogaster and D.
yakuba), Syrphidae (Simosyrphus grandicornis, Cheilosia longula and Cheilosia naruska)
and Dolichopodidae (Dolichopus longula and D. nubilus), representing other brachyceran
groups as well as nodes for which divergence dates are available, were included. The
sequences were largely downloaded from Genbank. Information were taken from Wiegmann
et al. (2003) divergence time estimate, based on bayesian analysis of the 28SrDNA data. The
tree was calibrated by the occurrence of Schizophora 87 myr ago and the date of
Drosophila/Musca split between 48 and 51 Mya (million years ago).

First, the program Baseml of the Paml package version 4.2b (Yang, 2007)
(http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html) was used to estimate the nucleotide
frequencies, transition / transversion ratio and rate heterogeneity between the sites for dataset.
These values parameterize the F84 substitution model. Second, using this model we
calculated the branch lengths of the constrained topology with Estbranches, a component of
Multidivtime. Finally, the program Multidivtime was used to run a Markov chain Monte
Carlo for estimating mean posterior divergence times on nodes with associated standard
deviations from the variance—covariance matrix produced by Estbranches. The Markov chain
was sampled 10,000 times every 100 cycles after a burn-in stage of 100,000 cycles. We used
a 87- Mya (SD=43 Mya) prior for the expected number of time units between tip and root.
Tree with estimated branch length obtained by Estbranches, was used to estimate the median
amount of evolution between the root and all the tips of the ingroup. Other priors for gamma
distribution of the rate at root node (rtrate and rtratesd) and the Brownian motion constant
describing the rate variation (brownmean and brownsd) were derived from the median branch
length. Bigtime was set approximately to 119 Mya, the highest possible number of time units
between tip and root. The age of node: Musca + Drosophila was constrained as upper bound =

51 and lower bound = 48.

56



Results

Sequence characteristics

Specimens from British museum were not sequenced, because we failed to extract DNA from
dry tissues.

Alignment of the mitochondrial genes was straightforward, as no indels were found. The
alignment of COI mtDNA sequences produced 753 bp in length. Of these, 525 were constant
and 198 (26.3 %) were informative. Modeltest identified the GTR+ I+G model as the best
model for phylogenetic analysis (InL= -3610.24). The gamma distribution shape parameter
(G) was 0.2. Alignment statistics are summarized in Table 4. Genetic distances among
Stomoxys species ranged from 5.1 % (between S. varipes and S. niger niger) to 24 %
(between S. indicus and S. transvittatus). The genetic distance between S. niger niger and S.
niger bilineatus was 8.5 %, result shown in Table 5.

The 587 bp of Cyt-b sequences contained 204 variables sites (34.7 %), of which 161 (27.4 %)
were informative. Modeltest has also identified the GTR+ I+G model as the best nucleotide
substitution model (InL=-3121.46). The gamma distribution shape parameter (G) was 0.258.
Genetic distances among Stomoxys species ranged from 3.4 and 3.5 % (between S. uruma and
S. niger bilineatus and between S. uruma and S. calcitrans populations, respectively) to 19.9
% (between S. indicus and S. pallidus).

The alignment of ITS2 rDNA produced sequences of 426 bp in length, including indels. 65bp
of unalignable hypervariable regions were excluded from further analyses. The remaining 361
contained 164 (45.4 %) variable sites of which 137 (37.9 %) were informative. Modeltest
identified the HKY +G model as the best model for phylogenetic analysis (InL= -2179.57).
The gamma distribution shape parameter (G) was 0.373. Genetic distances among species
ranged from 2.6 % (between S. bengalensis Picard and S. sitiens) to 31.7 % (between S. niger
bilineatus and S. transvittatus). The genetic distance between S. niger niger and S. niger
bilineatus was 14.3 %.

The COI and Cyt-b datasets were incongruent with each other as well as with rDNA data.
Results of ILD test are shown in table 4. Some authors have suggested that datasets suspected
of incongruency should not be combined, whereas other authors disagree (DeSalle & Brower,
1997; Sallum et al., 2002). We chose to analyse the incongruent datasets in all possible
combinations. In general, when datasets disagree about the monophyly of a clade, the support

for that clade is reduced when the datasets are combined. Otherwise, when the datasets are in

57



agreement, the support for the clade increases in the topology inferred from combined data
(Sallum et al., 2002). Our results show that even when datasets were considered incongruent
by the ILD test (Farris et al., 1994), the overall support was greater in the combined topology

than for the topologies derived from each datasets taken alone.

Phylogenetic relationships

Nuclear gene. ML and Bayesian analyses showed S. indicus as sister to remaining Stomoxys
species (Fig. 1). The Bayesian construction shows a better resolution than ML. The ITS2
topology showed a distinct group containing S. pallidus Roubaud, S. omega Newstead, S.
inornatus Griinberg and S. transvittatus Villeneuve. The analysis placed P. saegerae within

the Stomoxys group.

Combined mitochondrial and nuclear genes. Phylogenetic relationships

The total number of nucleotide positions in the concatenation was 1701. The phylogenies
obtained from ML and Bayesian methods were very similar overall (Fig. 2). There is strong
support for S. indicus appearing in a basal position within the Stomoxys group (PP = 1.00 and
BPumL = 99, respectively). We differentiate three major clades from Bayesian inference tree.
The first clade (clade A) includes only S. indicus, an Asian species. The second clade (clade
B) groups African species (S. pallidus, S. omega, S. transvittatus and S. inornatus). The third
clade (clade C) groups all the remaining species containing cosmopolitan, African and Asian
species (Fig. 1). The analysis also placed Prostomoxys saegerae as a sister group to S. varipes

within the Stomoxys group rendering it paraphyletic with strong support (Fig. 2).

Estimation of Divergence time

The divergence time estimates were represented as a chronogram where branching nodes
correspond to means of the posterior distributions for the node age with associated 95% CredI
(Fig. 4). The divergence time between the Stomoxys genus and its Haematobia +
Haematobosca sister-clade is estimated around 30.8 Mya (95% Credl: 22.3-40.3). The
separation between S. indicus and other Stomoxys species is estimated to have occurred about
27 Mya (95% Credl: 18.9-36.6). The major lineages of Stomoxys were present by the late
Oligocene and Miocene, whilst the greatest amount of cladogenesis occurring during early

Miocene.
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Discussion

Mitochondrial versus nuclear genes

When mitochondrial genes have been used in combination with nuclear genes it has generally
been observed that nuclear gene have greater phylogenetic resolving power. Mitochondrial
genes show higher levels of homoplasy and often are less useful than nuclear genes,
especially at higher levels (Lin & Danforth, 2004). The gamma distribution shape parameter
(G), recoded with our data set, shows a greater values for ITS2 than COI and Cyt-b (0.373,
0.2 and 0.258 respectively). A higher value of (G) indicates a better performance.

Phylogenetic relationship the Stomoxys genus

The phylogenetic analyses performed in the present study allowed reconstructing a robust
phylogenetic framework for the major constitutive species of the genus Stomoxys and closely
related genera. Our analyses strongly support the monophyly of Stomoxyini including a
monophyletic group constiting of Haematobia and Haematobosca as a sister-clade to all

remaining Stomoxyini.

However, according to our results the genus Stomoxys sensu stricto is found to be
paraphyletic due to the unexpected position of Prostomoxys saegerae well nested within the
Stomoxys group as a sister-group to S. varipes (Fig. 1 and 2). Zumpt (1973) created the genus
Prostomoxys for the sole species P. saegerae. According to Zumpt’s Stomoxyini key,
Prostomoxys is characterized by maxillary palps as long as the proboscis, whereas Stomoxys
is characterized by palps shorter than half the length of the proboscis. This key includes no
other diagnostic character. Zumpt (1973) mentioned that the plesiomorphic form of the
Stomoxyini mouth-parts can be accepted as the maxillary palps being about as long as the
proboscis. However, it was reported that the overlap of intra- and interspecific variability in
Diptera ranges from 0 to 15.5% (Meier et al., 2006). Based on our phylogenetic study there
appears to be no reason to incorporate this species in a separate genus as P. saegerae seems to
be closely related to Stomoxys species. Prostomoxys shoud thus be synonymyzed with
Stomoxys, and the species Prostomoxys saegerae must be renamed into Stomoxys saegerae.
The long palp characters would be better considered as mere specific traits, since they are

likely to be plesiomorphic.
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Within Stomoxys sensu largo (including P. saegerae), our phylogenetic analyses strongly
support the placement of S. indicus as the sister-group to the remaining Stomoxys species.
Taxonomically, S. indicus is considered to be highly variable, with a number of synonyms
used in the entomological literature. Asmentioned by Zumpt (1973): “it is possible that a
numerical taxonomic study based on great numbers of specimens from various populations
may reveal that several subspecies may be retained in the future”. This species is described as
the most common Stomoxys species in the Oriental region after S. calcitrans and has been
recorded from India to the Pacific islands of Fiji and Samoa, including China and Japan. Its
geographic range also reaches the Palaearctic region (Zumpt, 1973). It has also been recorded
in a number of South-East Asian countries such as Thailand (Masmeatathip et al., 2006),
Malaysia, Viet Nam, Taiwan, Borneo, Sumatra, and Java (Zumpt, 1973). Since both of our
samples are from Thailand origin, they provide no information on the genetic diversity among

populations of the species.

The remaining Stomoxys species included in our study are divided in two main clades. Clade
B contains only African species and clade C groups African and more geographically
widespread species (Fig. 2). Clade B groups together S. transvitattus, S. inornatus, S. omega
and S. pallidus from different parts of the Ethiopian region. These species are ubiquitous and
are restricted mainly to forest ecotones, where they feed especially on wildlife fauna
(Mavoungou et al., 2008). This major clade appears to be divided in two main subclades
associating S. inornatus and S. transvittatus on one side, and S. pallidus and S. omega, on the
other side. It has been reported that S. inornatus and S. transvittatus have a diurnal activity,
with both bimodal or unimodal patterns depending on the environment. In contrast, S. omega
and S. pallidus have a crepuscular activity, which is often bimodal (Duvallet, unpublished
data). The information content of ecological data for phylogeny is however limited since
activity levels in Stomoxys are highly dependent upon geographical origin (primary forest,
secondary forest and human-modified areas...), climate (temperature, humidity and level of
solar radiation...), trapping method, and the physiological state of insects (Simmond, 1944;
Kangwagye, 1974; La Breque et al. 1975; Charlwood & Lopes, 1980; Mavoungou et al.,
2008).

Clade C is divided into three subclades, two of them being exclusively African, and one being
more geographically widespread. The first subclade associates P. saegerae and S. varipes,
whereas the second subclade associates S. niger niger and S. niger bilineatus, considered as

two subspecies according to Zumpt (1973). Solving species boundaries between closely
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related species is notoriously difficult. Based on the tree topology, S. niger niger and S. niger
bilineatus sequences form each one a specific clusters. Pairwise distance between S. niger
niger and S. niger bilineatus, based on COI sequences, was 8.2%. The use of DNA sequences
for species delimitation is widely criticized (Tautz et al., 2002; DeSalle et al., 2005; Meier et
al., 2006). The wide overlap between intraspecific and interspecific diptera variability (0% to
15.5%) recorded by Meier et al. (2006), is problematic since the pairwise distance for these
subspecies falls into this overlap area. However the genetic distance between S. niger niger
and S. niger bilineatus based on the nuclear ITS2 is also quite large 14.3 %. Our molecular
dating analysis estimates the separation between the two subspecies around 16.3 Mya (Fig. 2).
This is almost as old as the separation between S. inornatus and S. transvittatus (c.a. 16.4
Mya), more than the divergence between S. omega and S. pallidus (c.a. 12.4 Mya), and even
more than the split between S. varipes and P. saegerae (c.a. 14.2 Mya) (Fig. 4).
Morphologically, S. niger niger and S. niger bilineatus are distinguished only by the color of
their tibiae and tarsi. Mavoungou et al. (2008) described S. niger bilineatus and S. niger niger
as sympatric species, the former being abundant in savannas with abundant wild fauna, while
the latter is more associated with anthropized area. Mihok (1996) also pointed out differences
in habitat affinities, sex ratio and activity patterns between these species. Given
morphological, ecological isolation and molecular data, it appears very likely that S. niger
niger and S. niger bilineatus belong to different species. S. niger bilineatus specimens from
the British Museum have been already labelled as S. bilineatus. Consequently, we suggest
raising them to full specific status and to use as species names S. niger and S. bilineatus.
Finally, the third subclade within clade C associates S. calcitrans, S. sitiens and S.
bengalensis. S. bengalensis occurs only in Asia, S. sitiens is found in both African and Asian
continents, while the livestock pest S. calcitrans has a worldwide distribution. S. calcitrans
and S. sitiens invariably appeared to be human commensals since they have unvariably been

found in association with human activity, including inside buildings.

Molecular timescale and biogeography of the Stomoxys group

Our estimation for Stomoxyini and Muscini divergence time corresponds to the Late Eocene
(c.a. 34.9 Mya) (Fig. 4). This estimate is compatible with the record of the oldest Muscidae
fossils in the Eocene and the Lower Miocene, 20-50 Mya (Evenhuis, 1994). The oldest
Muscini fossil (about 15-20 Mya) was described from Dominican amber (Pont & De
Carvalho, 1997), whereas, no Stomoxyini fossil has been found. Results presented here show

that the radiation of the major Stomoxyini group is overlapped largely to the hypothetical time
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span during which temperate forests developped in the Northern Hemisphere (mid-Oligocene
to mid-Miocene) (Guo et al., 2002) .

Stomoxys genus appears to diverge from other Stomoxyini genera around the Oligocene (c.a.
30.8 Mya). An Oriental origin of the Stomoxys genus sensu largo ancestor is suggested, owing
to the strong support for the basal branching of S. indicus and its absence from Africa. Then,
the common ancestor of Stomoxys would have split into two groups in late Oligocene - early
Miocene, with one group present in the Oriental region while another colonized Africa. The
collision between Eurasia and the Arabo-African plate was initiated by the Oligocene, but the
Early Miocene period seems to have been key for the establishment of intercontinental
pathways permitting faunal exchanges between the Afro-Arabian plate and Asia (Bernor et
al., 1987). Migration events continued until the Late Miocene permitting the occurrence of S.
calcitrans and S. sitiens in both the African and Asian continents. Migration until the Late
Miocene may have been facilitated by a forest connection that existed between the African

and Oriental regions (Moreau, 1963).

In conclusion, our study can be considered a first step into the molecular phylogenetic
analysis of the Stomoxys genus, and our results point out a need to deeply revise the
Stomoxyini tribe taxonomy. Since very few data in the biology and the ecology of this group
are available currently, our study also identifies the strong need of a better knowledge in these
fields of research, to better understand, in a biogeographic context, how these species

appeared, radiated and differentiated.
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Table 1. Species distribution mentioned by Zumpt, 1973.

Species Distribution

S. bengalensis Picard India to Java

S. boueti Roubaud Bénin (ex-Dahomey), Congo

S. calcitrans (Linnaeus) Cosmopolitan

S. indicus Picard Oriental region and neighbouring Palaeartic territories
S. inornatus Griinberg Tropical Africa

S. luteolus Villeneuve Central and East Africa

S. niger Macquart

numwumwm m

NDu;vL;mmmm

S. niger niger

S. niger bilineatus

. ochrosoma Speiser

. omega Newstead
. pallidus Roubaud
. pullus Austen

. sitiens Rondani

. stigma Van Emden

. taeniatus Bigot

. transvittatus Villeneuve

. uruma Shinonaga & Kano
. varipes Bezzi

. xanthomelas Roubaud

Ethiopian and Madagascan regions

Ethiopian and Madagascan regions

Central and East Africa

Ethiopian Region
Tropical Africa
India

Ethiopian and oriental regions, in Egypt it reaches the

Palearctic region
Uganda- Congo
Ethiopian region

Southern and Central Africa

Oriental region

East and central Africa Southward to Rhodesia

Congo- Tanzania- Uganda
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Table 2. Species studied, source localities, and Gene Bank accession numbers

Species Locality COI Accession no CytB Accession no ITS2 Accession no
S. calcitrans India EU836073-EU836074 EU851301 -
Thailand EU836075-EU836082 EU851303-EU851308 EU851200-EU851208
Gabon EU836071-EU836072 EU851298-EU851300 -
Ethiopia - EU851296-EU851297 -
Cameroun  EU836070 EU851302 EU851199
Burkina EU836069 - -
Brazil AYS526197* DQ533708* EF560191%*

S. indicus Thailand EU836083-EU836092 EU851309-EU851318 EU851209-EU851218
S. sitiens Thailand EU836131-EU836138 EU851357-EU851364 EU851251-EU851257
Burkina FJ386382 FJ386381 -

S. bengalensis Thailand EU836060-EU836068 EU851281-EU851288 EU851191-EU851198
S. niger niger Gabon EU836110-EU836115 EU851327-EU85133 EU851228-EU851237
Burkina EU836109 - -

S. niger bilineatus  Gabon EU836101-EU836108 EU851289-EU851295 EU851219-EU851227
S. varipes Ethiopia EU836147-EU836148 EU851372-EU851374 EU851189-EU851190
S. transvittatus Gabon EU836139-EU836145 EU851365-EU851370 EU851258-EU851265
S. inornatus Gabon EU836093-EU836100 EU851319-EU851326 EU851179-EU851188
S. omega Gabon EU836116-EU836121 EU851339-EU851346 EU851238-EU851244
S. pallidus Gabon EU836122-EU836130 EU851347-EU851356 EU851245-EU851250

S. uruma Thailand EU836146 EU851371 -

P. saegerae Gabon EU836055-EU836059 EU851275-EU851280 EU851266-EU851270
H. croceicornis Gabon EU836053-EU836054 EU851273-EU851274 EU851271-EU851272
H. irritans - AY526195%* DQ029097* DQ437515%*

M. domestica - AF104622%* DQ657064* Z728417*

The sequences marked with an asterisk (*) were obtained from GeneBank, (-) no available data
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Table 3. COI, Cyt-b and ITS2 Primers for amplifications and sequencing

Primers Sequences (5°-3”) Reference

C1-J-2813 CAACATTTATTTTGATTTTTTGG Simon et al.,1994;
TL2-N-3014 TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA 2006

CB-J10933 GTTTTACCTTGAGGACAAATATC Simon et al.. 1994
CB-N11526 TTCAACTGGTCGAGCTCCAATTCA N

ITS2A TGTGAACTGCAGGACACAT Sharpe et al., 2000
ITS2B TATGCTTAAATTCAGGGGGT ?
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Table 4. Mean nucleotide frequencies for the genes used in this study and ILD test results

Genes A C G T A+T % Model ILD
test test
Col 0311 0.140 0.142 0405 716 GTR+
+G
Cyt-b 0321 0.144 0112 0421 742 ﬁg“ ]
ITS2 0361 0100 0.168 0370 73.1 HKY+G -
COV Cyt-b 0315 0.142  0.129 0411 726 ﬁTGI” 0.01
COVCYEb/ITS2 50 0135 0136 0403 727 ﬁTGI” 0.001
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Table 5. Estimates of Evolutionary Divergence over mitochondrial DNA Sequence Pairs (COI and Cyt-b). The number of base
substitutions per site from averaging over all sequence pairs between species is shown for COI and Cyt-b respectively in the lower left and

in the upper right.

M. domestica

H. irritans 0.183
H. croceicornis 0.161
S. indicus 0.206
P. saegerae 0.207
S. varipes 0.213
S. uruma 0.202
S. bengalensis 0.220
S. sitiens Asia 0.195
S. sitiens Burkina 0.225
S. calcitans Africa 0.222
S. calcitrans Asia 0.199
S. calcitrans Brazil 0.208
S. niger bilineatus 0.224
S. niger niger 0.207
S. inornattus 0.187
S. omega 0.186
S. pallidus 0.159
S. transvittatus 0.201

0.116

0.135
0.245
0.178
0.185
0.186
0.183
0.211
0.237
0.176
0.173
0.159
0.170
0.203
0.187
0.183

0.183
0.188

0.113
0.118

0.173
0.187
0.158
0.138
0.150
0.169
0.191
0.169
0.172
0.157
0.182
0.156
0.131
0.167

0.178
0.184

0.245
0.211
0.190

0.247
0.171
0.177
0.171
0.190
0.183
0.186
0.180
0.187
0.219
0.185
0.164
0.233

0.209
0.240

0.130
0.147
0.112
0.185

0.098
0.083
0.116
0.085
0.109
0.124
0.112
0.121
0.130
0.100
0.081
0.126

0.132
0.116

0.168
0.149
0.126
0.163
0.107

0.115
0.089
0.101
0.099
0.080
0.085
0.078
0.083
0.051
0.073
0.123

0.111
0.129

0.144
0.112
0.092
0.092
0.077
0.069

0.098
0.097
0.130
0.123
0.122
0.126
0.138
0.102
0.071
0.125

0.142
0.123

0.173
0.140
0.117
0.137
0.093
0.090
0.039

0.072
0.076
0.093
0.091
0.093
0.115
0.081
0.090
0.130

0.143
0.109

0.179
0.132
0.112
0.134
0.100
0.081
0.041
0.079

0.078
0.108
0.093
0.105
0.129
0.108
0.098
0.139

0.147
0.131

0.175
0.129
0.109
0.130
0.097
0.078
0.039
0.076
0.006

0.112
0.091
0.109
0.145
0.100
0.086
0.126

0.146
0.119

0.173
0.147
0.118
0.115
0.099
0.086
0.041
0.069
0.082
0.079

0.026
0.006
0.097
0.076
0.092
0.139

0.143
0.118
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0.154
0.135
0.103
0.112
0.092
0.079
0.030
0.057
0.075
0.073
0.013

0.024
0.102
0.077
0.098
0.133

0.143
0.127

0.159
0.139
0.107
0.119
0.088
0.076
0.033
0.060
0.072
0.069
0.006
0.007

0.089
0.075
0.098
0.125

0.132
0.115

0.178
0.135
0.125
0.119
0.092
0.088
0.034
0.056
0.072
0.070
0.065
0.053
0.056

0.085
0.102
0.115

0.124
0.143

0.242
0.184
0.172
0.114
0.157
0.123
0.087
0.111
0.116
0.111
0.139
0.122
0.126
0.082

0.081
0.096

0.092
0.110

0.185
0.133
0.143
0.129
0.122
0.128
0.066
0.109
0.075
0.073
0.102
0.098
0.102
0.061
0.131

0.098

0.108
0.129

0.224
0.166
0.163
0.141
0.123
0.129
0.107
0.147
0.125
0.122
0.133
0.124
0.120
0.095
0.134
0.137

0.077
0.129

0.227
0.178
0.177
0.196
0.138
0.162
0.099
0.103
0.117
0.125
0.132
0.116
0.120
0.098
0.170
0.148
0.123

0.138

0.196
0.173
0157

0.165
0.137
0.127
0.080
0.118
0.108
0.105
0.122
0.110
0.114
0.078
0.129
0.084
0.142
0.153
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Discussion générale

La phylogénie, qu’elle soit morphologique ou moléculaire, a longtemps tent¢ d’expliquer la
diversité actuelle des organismes. En débutant ce travail, nous nous proposions de clarifier les
relations phylogénétiques entre les especes du genre Stomoxys. Nous avons choisi de construire
I’histoire évolutive du genre par le biais de caractéres morphologiques et moléculaires
(mitochondrial et nucléaire), en utilisant différentes méthodes (parcimonie, maximum de
vraisemblance et bayésienne).

La confrontation des phylogénies morphologiques et moléculaires, montre une incongruence des
résultats. La phylogénie morphologique supporte la monophylie du genre Stomoxys tandis que la
phylogénie moléculaire supporte la paraphylie du genre. L’incongruence des données
morphologiques et moléculaires peut étre due a divers facteurs: la taille des échantillons
analysés, le nombre de caractéres, la méthode de construction d'arbre inadaptée au mode
d'évolution des caractéres, des vitesses d'évolution des caractéres moléculaires différentes entre
les lignées, et méme parfois une insuffisance des geénes en tant que marqueurs de 1'histoire des

especes (Harry, 2001).

L’analyse par parcimonie des 27 caractéres morphologiques aboutit a un arbre phylogénétique en
mutifurcation. Nos résultats montrent que les critéres morphologiques actuellement utilisées dans
la classification des stomoxes ne sont pas utilisables pour délimiter des groupes naturels. Seule
une pondération des caractéres a permis de faire apparaitre trois clades. Pondérer un caractere,
c’est lui donner a priori une plus grande importance lors de l'inférence de 1’arbre le plus
parcimonieux. Le résultat d’une telle pondération serait d’augmenter les chances pour que les
taxons partagent ce caractére artificiellement dupliqué se trouvent étroitement apparentés et
d’obtenir pratiquement le résultat phylogénétique que 1’on souhaite (Darlu & Tassy, 1993). La
pondération des caractéres morphologiques suscite de nombreuses controverses entre
phylogénéticiens, particuliérement en ce qui concerne les caractéres adaptatifs souvent
considérés a priori mauvais car facilement soumis aux phénomenes d’homoplasie. Cependant,
I’identification d’un caractére adaptatif ou non adaptatif est aussi controversée que la
pondération et la compréhension de la fonction de ce caractére n’est donc pas garante de sa
signification phylogénétique.

La pondération des caractéres morphologiques nous a permis de discerner trois clades différents:
Le premier clade (A) comprend des especes exclusivement de la région Ethiopienne, inféodées a
la forét primaire (S. transvittatus, S. inornatus, S. pallidus et S. omega). Le deuxiéme clade

comporte S. niger niger, S niger bilineatus et S. varipes, se trouvant surtout en savane africaine
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et ayant en commun des palpes maxillaires aussi longs que la goutti¢re labiale. En dernier, on
trouve le groupement de S. indicus, S. bengalensis, S. sitiens et S. calcitrans, il s’agit
particulierement d’espéces asiatiques et d’une espece cosmopolite. Ces espéces ont été décrites
en milieu anthropisé, preés des fermes d’élevage. Clairement, au niveau de ces trois clades, il
s’agit d’especes regroupées en fonction de leur adaptation environnementale.

La morphologie peut étre erronée lorsque les similitudes morphologiques résultent d’une
évolution convergente (cas particulier de 1’homoplasie, mécanisme évolutif qui explique les
ressemblances morphologiques, mais aussi comportementales, existant entre des especes
soumises aux mémes contraintes environnementales). C’est le cas des drosophilidés des figues,
les Lissocephala, dont les caractéres morphologiques ne peuvent pas étre utilisés pour retracer
leur histoire évolutive du fait de leur nature adaptative (Harry et al., 1998)

Pour cette analyse morphologique, le mieux aurait ét¢é de combiner les caracteres
morphologiques des adultes et des immatures. Il était donc nécessaire de poursuivre cette analyse
phylogénétique avec d’autres caractéres disponibles tels que les caractéres moléculaires.

La combinaison de deux genes mitochondriaux (COI et Cyt-b) et un géne nucléaire (ITS2)
montre l'intrusion de Prostomoxys saegerae au sein du genre Stomoxys, ce qui suggére la

paraphylie de ce groupe.

L’arbre phylogénétique obtenu présente trois clades distincts caractéris¢é par une forte
constitution biogéographique. Le clade A comprend une espéce asiatique, le clade B contient des
especes strictement africaines et le clade C inclut des especes africaines et des espéces a plus
grande répartition. Le premier clade comprend S. indicus, espéce sceur des autres membres du
groupe Stomoxys. L’embranchement basal de S. indicus serait en faveur d’une origine orientale
du groupe Stomoxys. Un échantillonnage plus détaillé est nécessaire pour confirmer cette
hypothese.

Dans le deuxiéme clade, on retrouve les mémes espeéces décrites précédemment par les
caractéres morphologiques (S. transvittatus, S. inornatus, S. pallidus et S. omega). Ceci vient
donc consolider ce cluster, qui apparait étroitement lié a la forét primaire.

Le troisiéme clade est formé a son tour par trois sous-clades. Le premier sous-clade inclut S.
varipes et étonnamment Prostomoxys saegearae, un genre a part faisant partic de la tribu des
Stomoxyini. Prostomoxys serait bien synonyme de Stomoxys, il conviendrait donc de renommer
Prostomoxys saegerae en Stomoxys saegerae. Ainsi, le caractére morphologique retenu par
Zumpt (1973) pour classifier les genres de la tribu des Stomoxyini (longueur des palpes
maxillaires par rapport a la taille du proboscis) pourrait étre un caractére adaptatif issu d’une

évolution convergente. Ceci montre I’importance de 1’homoplasie dans I’évolution qui affecte
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autant les traits comportementaux que morphologiques. Différentes phylogénies moléculaires ont
¢été réalisées afin de déduire a posteriori des inférences quant aux états ancestraux ou dérivés des
différents caractéres. Il serait donc intéressant d’étendre I’analyse phylogénétique a 1’ensemble
de la tribu des Stomoxyini, afin obtenir un schéma complet de la distribution des caracteres dans
I’arbre phylogénétique et ainsi de comprendre la récurrence de certains caractéres au niveau des
différents taxons.

Le deuxiéme sous-clade comprend S. niger niger et S. niger bilineatus. Les données
moléculaires (basées sur la datation moléculaire), écologiques et morphologiques suggérent
1’élévation des sous espéces de S. niger au rang d’espéces. Les distances génétiques enregistrées
entre les différentes espéces ne sont pas un critére suffisant pour délimiter les espéces. En effet,
les travaux de Meier et al. (2006) montrent, pour le géne mitochondrial COI, I’existence d’un
chevauchement dans la variabilité interspécifique et intraspécifique de I"ordre de 0 a 15.5%.
Ainsi, les données moléculaires, morphologiques, comportementales, et d’hybridation....doivent
étre combinées pour définir les limites d’especes.

Enfin le dernier sous-clade formé par S. calcitrans, S. sitiens et S. bengalensis, espéces

morphologiquement trés similaires et décrites en milieux anthropisés.

Avec I’aide de méthodes phylogénétiques, I’hypothese de I’horloge moléculaire nous a permis de
dater les événements de spéciation des stomoxes. Ainsi, I’émergence du genre Stomoxys aurait
eu lieu probablement fin Oligocene, il y a environ 30 million d’années, avec des évenements de

migrations entre I’ Afrique et I’ Asie
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Chapitre II1 :

Phylogéographie de Stomoxys calcitrans
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Ce chapitre III sera consacré a 1’étude des processus gouvernant la distribution géographique de
I’espéce cosmopolite Stomoxys calcitrans. Dans une approche intégrative faisant appel a différentes
disciplines micro et macro - évolutionnaires, la phylogéographie vient nous renseigner sur la
distribution des différentes lignées généalogiques. L’analyse et I’interprétation de cette distribution
requicrent des données a partir de la génétique moléculaire, la génétique des populations,
I’éthologie, la démographie, la phylogénie, la paléontologie, la géologie et la géographie historique

(Avise, 2000).
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Phylogeography lies at a critical juncture among several well-established field (Avise, 2000).

Le but de ce travail est donc de déduire les processus historiques ayant mené a la structuration

génétique et géographique actuelle de S. calcitrans.
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Global population structure of the stable fly (Stomoxys
calcitrans) inferred by mitochondrial and nuclear sequence
data

(En préparation)

82



Global population structure of the stable fly (Stomoxys calcitrans) inferred by
mitochondrial and nuclear sequence data
N. Dsouli—Aymesl, J. Michauxz, E. De Stordeurl, A. Couloux3, M. Veuille* and G. Duvallet'

' Centre d’Ecologie fonctionnelle et évolutive UMR 5175 CEFE, Universit¢ Montpellier 3,
Montpellier, France.
* Centre de Biologie et de Gestion des Populations, Montpellier, France

3 Centre National de Séquencage, Evry cedex, France

4 Biologie Intégrative des Populations, Muséum National d’Histoire Naturelle, Paris, France

Correspondence: Najla Dsouli-Aymes, Centre d’Ecologie fonctionnelle et évolutive (UMR 5175
CEFE), Universit¢ Montpellier 3, Route de Mende, 34199 Montpellier Cedex 5, France.

E-mail : dsouli2005@yvyahoo.fr

Introduction

Phylogeography studies have been intensively employed to investigate the genetic diversity of
natural populations of both plants and animals. It generally aims to understand genetic diversity
in connection with dispersal history (Avise, 2000). Molecular phylogeography techniques have
been more frequently used in the areas of ecology, conservation genetics and biogeography.
Phylogeographic papers, dealing with patterns of genetic diversity in harmful species, has
undergone substantial explosion, especially for insects which are sources of economic and
medical nuisance (Dusfour et al., 2007; Matthews et al., 2007; Pramual et al., 2005). Molecular
phylogeographic approaches are necessary to develop the appropriate control methods against
pest like mosquitoes, ticks or hematophagous flies.

Stomoxys calcitrans, commonly called stable fly or dog fly, (Diptera, Muscidae, Stomoxyini), a
synanthropic fly, is recognized to have an important medical and veterinary impact. They may
visit many different food sources and may become a source of serious nuisance. Stable flies
cause important economic losses by their direct pathogenic effects: a loss of weight, milk
production and immunizing defences (Bruce & Decker, 1958; Miller et al., 1973; Campbell et
al., 1977, 2001; Wieman et al., 1992) and also by their role in the mechanical pathogenic
transmission of virus, bacteria, protozoa and helminths (Zumpt, 1973; Foil et al., 1983; Freitas &

Romero, 1991; D’Amico et al., 1996; Foil & Gorham, 2000). Stable flies are found essentially in
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rural areas near stables, slaughter houses, cattle markets and the rubbish dumps, locations related
mainly to the presence of fermenting organic material (Batista et al., 2005; Eesa & El-Sibae,
1993).

The stable fly is a multivoltine species; the generation time over the year is principally dependent
on temperatures. Extreme temperatures appeared to reduce the duration of egg production
(Lysyk, 1998). Ecological evidence suggests that stable flies are strongly vagile, dispersing far
and wide (Eddy et al., 1962). These flies have great capacities of flight and certain studies
(Bailey et al., 1979; Hogsette et al., 1987) mention surprising displacement distances (several
hundred kilometers), in search of a blood meal. Hogsette et al. (1987) showed that S. calcitrans
can cross 5 km or more in order to found a blood meal. Marked flies were found 100 km far of
their marking place and even up to 225 km after a storm (Foil & Hogsette, 1994).

Several studies, at the regional scale, indicate an important gene flow between populations of S.
calcitrans despite the natural geographic barriers (Gilles et al., 2007; Dsouli-Aymes et al.,
2009). Jones et al. (1991), Krafsur (1993) and Szalanski et al. (1996) showed a low
differentiation among S. calcitrans populations in the United States. Recently, Marquez et al.
(2007) published the first and the unique work on stable fly phylogeography using mitochondrial
DNA COI (550 bp) and r16S DNA (300bp). They focused their effort to explain the geographic
origin of New Word Stomoxys populations, and concluded that the most parsimonious scenario is
that New World flies had Palearctic origins within the past 500 years. However, Marquez et al.
(2007) did not discuss about the Old Word dispersal history.

Our present study is based on the widest geographical sampling, consisting of 20 populations
representing five major zoogeographic regions of the world. We examine mitochondrial (COI,
Cyt-b and ND1-16S) and nuclear (internal transcribed spacer regions of the 18S-26S ribosomal
RNA genes (ITS2)) DNA.

The aim of this work is to analyze pattern of genetic diversity and genealogical relationships
among S. calcitrans from different zoogeographic regions, to discuss the role of historical
processes in shaping the population genetic structure and status and to retrace its colonization

pattern all over the world.

Materials and methods

The specimens used in this study were provided by numerous collaborators and were collected
from the localities shown in Fig. 1. Voucher specimens are deposited at Laboratoire de

Zoogeographie (Université Paul Valéry, Montpellier, France).
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DNA extraction DNA amplification and sequencing.

Specimens were preserved at room temperature in 95% ethanol. Genomic DNA was extracted
using the DNeasy tissue Kit (QIAGEN) to a final volume of 180 pl. Primers sequences for
mtDNA  were defined according to Simon et al. (1994, 2006): TL2-N-
3014(TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA) and C1-J-2183 (CAACATTTATTTTGA
TTTTTTGG) for COI; CB-J10933 (GTTTTACCTTGAGGACAAATATC) and CB-N11526
(TTCAACTGGTCGAGCTCCAATTCA) for Cytb; NI-N12261 (AACTTCATAAGAAA
TAGTTTGAGC) and LR-N13000 (TTACTTTAGGGATAACAGCGTAA) for NDI-16S.
Primers sequences for ITS2 were defined according to Sharpe et al. (2000): ITS2A
(TGTGAACTGCAGGACACAT) and ITS2B (TATGCTTAAATTCAGGGGGT). Standard
protocols were used for all PCR amplifications. They were performed in a 30ul reaction volume
containing, in final concentrations, 200 uM dNTPs (diNucleotide Tri Phosphate), 10 x buffers,
25uM of each primers, 0.5u] Taq polymerase (Eurogentec Red GoldStar™), and 3 pl of 180ul
total volume of DNA solution extraction. Thermal cycling conditions were initial denaturation at
94°C for 4min, 35 cycles of denaturation at 94°C for 40 s, annealing at 48-50°C for COI, 57-
58°C for Cyt-b, 53-54°C for ND1-16S and 60-62°C for ITS2, and extension at 72°C for 1 min.
An elongation step at 72°C for 10 min completed the DNA amplification. One to ten specimens

for each species were sequenced at GENOSCOPE, Evry, France.

-Relation among haplotypes relationships

Sequences from COI, Cyt-b, ND1-16S and ITS2 were aligned using the multiple alignment
program ClustalW 1.4 (Thompson et al., 1994) implemented in BioEdit (Hall, 1999). Sequence
alignment was adjusted by visual inspection, taking sequences of S. calcitrans available in
GenBank.

All phylogenetic analyses were performed for separate genes and combined protein coding
mitochondrial genes (COI and Cyt-b). Musca domestica (Diptera, Muscidae, Muscini) and
Haematobia irritans (Diptera, Muscidae, Stomoxyini) were selected as outgroups, for
phylogenetic construction.

The best-fit model of DNA evolution was selected by comparing log-Likelihood scores of 56
model of base substitutions using the program Model test (Posada & Crandall, 1998) using
PAUP4.0b10 (Swofford, 2002). Maximum likelihood (ML) was conducted within PHYML
v2.1b1 (Guidon & Gascuel, 2003), based on the selected model. Nodal support was evaluated by
1000 bootstrap replicates.

A minimum spanning network among haplotypes was computed from the matrix of pairwise

distance calculated among all pairs of haplotypes, using Arlequin v 3.0 (Excoffier et al., 2005).
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-Population genetic structure

To assess population’s subdivision, we performed an analysis of molecular variance (AMOVA)
between zoogeographic regions, available in Arlequin v 3.0 (Excoffier et al., 2005). Population
pairwise Fst was also calculated using Arlequin v 3.0 (Excoffier et al., 2005) according to the
best model of substitution. Furthermore, Sequences distances values were conducted using the

Kimura 2-parameter (K2P) method in MEGA4 (Tamura et al., 2004; 2007).

-Demographic trends

Evaluation of haplotype number and estimation of haplotype diversity (h), as well as nucleotide
diversity (m) associated with their respective standard divergence (SD), were performed using
DNAsp v 4.10.9 (Rozas et al., 2003).

Mismatch distribution analysis was used to investigate indications for demographic expansions
using DNAsp v 4.10.9 (Rozas et al., 2003). The demographic history of the populations was
inferred using two of the most powerful tests of population expansion: Fu’s Fs (Fu, 1997) and
Ramos-Onsins & Rozas R2 statistics (Ramas-Onsins & Rosas, 2002), using DNAsp v. 4.10.9
(Rozas et al., 2003). Recent population expansions are expected to be associated with low values
of this parameter.

Furthermore, expansions parameters Theta Initial (theta before the population Growth or
Decline) and t (Tau) was calculated by letting Theta Final as infinite. Subsequently, we
estimated the time since the most recent expansion (t) from the mismatch distribution parameter
T using the equation t = 2ut (Rogers & Harpending, 1992), where U is the mutation rate per
sequence and per generation (U = mru where mr is the number of nucleotides of the sequences
under study and p is the mutation rate per nucleotide). The Drosophila mutation rate of 10™/site/
year (DeSalle et al., 1987) and 10 generations per year of S. calcitrans were used in this

calculation.

Results

-Mitochondrial data

For COI, Cyt-b and ND1-16S, 753 bp, 526 bp and 568 bp were analyzed respectively, from 20
localities spanning different zoogeographic regions. The GTR (General Time reversible) + G
(gamma distribution shape parameter) model provided the best model of DNA substitution (InL=
-3043.54), for combined COI and Cyt-b. Parameter estimates were 0.3192 (A), 0.1382 (C),

0.1295 (G) and 0.4131 (T) for base frequencies and G = 0.162. Phylogenetic tree reconstruction
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illustrates two lineages clades: the first clade consisting of Indian and Thailand populations and
the second clade including all the remaining populations from five zoogeographic regions. ML
method exhibit a great bootstrap value (BP = 100), separating Oriental from remaining
haplotypes (Fig. 2).

The minimum spanning network for separate COI, Cyt-b and ND1-16S confirm that the Oriental
lineage is clearly differentiated from the other groups by 13, 6 and 9 mutational steps for COI,
Cyt-b and ND1-16S, respectively; while haplotypes from the residual regions are assorted
together (Fig. 4).

Distribution of shared haplotypes is listed in Table 1. The Oriental region does not share any
haplotypes with the other regions. Majority of the New World haplotypes are common either
with Palearctic or Afrotropical regions. Note that mtDNA data didn’t record any common
haplotypes between Palearctic and Afrotropical regions.

Genetic differentiation among lines from Oriental and remaining zoogeographic region was
tested using AMOVA (Table 2). AMOVA tested among two groups, indicates that COI, Cyt-b
and NDI1-16S diversity account for 81.65%, 66.43% and 82.28% respectively. Whereas, 9.08%
(COI), 17.14% (Cyt-b) and 6.44% (ND1-16S) of variation occurring among populations within
remaining zoogeographic regions.

Populations pairwise Fst and genetic divergence among major zoogeographic regions are given
respectively in Table 3 and 4. Great pairwise populations Fst differentiating Oriental regions
from the others was recorded, however little value was attested between Nearctic and Oceania.
Haplotypes and nucleotides diversities are indicated in Table 6 and 7. Results demonstrate that
highest nucleotide diversities are recorded roughly in Oriental and Afrotropical regions. Fu’s F
overall samples was -5.772, -8.330 and -12.919 for COI, Cyt-b and ND1-16S respectively. R2
within each country varied from 0.1 to 0.5.

By combining the two protein coding mitochondrial genes (COI and Cyt-b) we obtained 1279
bp, from 59 individuals, of which 41 were informative. 43 haplotypes were found, of which 2
were shared between Palearctic and American regions. Expansion parameters Theta and Tau of
major zoogeographic regions are indicated in Table 5. The mismatch distribution of Oriental,
Afrotropical and Palearctic regions is shown in Fig. 5. A signature of population expansion is

indicated in all three populations during late Pleistocene and Holocene.

-ITS 2 data
The best model for ITS2 ribotypes was F81 (Felsenstein 81) + G, (G = 0.360). However, no deep

phylogenetic relationships were resolved in the Maximum Likelihood tree (Fig. 3). The oriental
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lineage is however separated to the other groups but with a weak support (Bootstrap value, lower
than 50%).

On the 25 founded ribotypes, only one was shared between all zoogeographic regions, except for
the Oriental population. All other ribotypes were unique to their geographical locations. Overall,
nucleotide diversity was low = 0.00493 + 0.0007 and Fu’s F was very negative attesting a recent
population expansion. Network analysis show fewer mutational steps between groups and
display a star like pattern, where the most common ribotypes lie at the star’s center and
derivatives are connected to them independently by short branches. The Oriental lineage is

separated from the others by only 2 mutational steps (Fig. 4).

Discussion

Populations Pairwise Fst, ML and networks analyses, carried out with both mitochondrial and
nuclear data, clearly show that the populations from the Oriental region (first lineage), are well
separated and differentiated from the remaining populations (second lineage) (Afrotropical,
Palearctic, Nearctic, Neotropical and Oceania). The AMOVA analyses confirm this geographic
structure by displaying a great mitochondrial variation between the two groups. In contrast, a
weak geographic structure was detected between the remaining zoogeographic regions. A similar
pattern was observed by Cummings et al. (2005) for the face flies, as they detect an enormous
genetic differentiation between Kazakh and other face flies, suggesting the existence of a species
complex.

The COI genetic distances measured between the 2 stable fly groups (K2P~= 2%) was higher than
the distance found within each of them (K2P is about 0.2% witnin the first group and it varies
from 0.2% to 0.5% within the second group). In comparison, the genetic distances recorded in
our previous study among the different species of the Stomoxys genus, varied from 5.1% to 24%
for COI (Dsouli-Aymes et al., in preparation).

We are well aware that the use of DNA sequences for species delimitation is widely criticized
(Tautz et al., 2002; DeSalle et al., 2005; Meier et al., 2006), particularly for the arthropods. For
example, by using 600 bp of COI, Meier et al. (2006) recorded an interval overlap between
intraspecific and interspecific diptera variability corresponding to 0.84 - 5.14%. However, there
is no doubt that the Oriental populations are differentiated from the others and according to our
data, we can hypothesize that the two observed stable fly lineages would rather correspond to

two subspecies than to different species or species complex.
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The strong geographic structure could be explained by the isolation of two S. calcitrans groups
in two different refuges during the Quaternary. The nucleotide diversity analysis (Table 6 and 7)
shows a greater value in the Afrotropical populations as compared to the Paleartic and New
world ones. This result would suggest that Africa would correspond to a refuge from where this
species recolonised the other regions at the exception of the Oriental ones. Another refuge not
yet precisely localized would have also existed in this last region. However, recolonisations from
this refuge appeared to be less developed and were limited to the oriental region. This could be
probably linked to the presence of strong biogeographic barriers (Himalaya mountains,
deserts...) existing around this geographic zone. Another reason to explain this isolation, would
be that S. calcitrans was already established in Eastern Asia for a long time and that they would
have prevented the colonization of new invaders. Indeed, when populations have filled the space,
it is generally much more difficult for those behind them to colonise, because they must disperse
and reproduce logistically and not exponentially like the original scattered colonists (Hewitt,
2000). New sampling from additional Oriental population would be interesting to localize the
origin refuge in this region.

Genetic distances recorded in this study between the two major lineages range from 1.8 to 2.3%.
Assuming a mitochondrial divergence rate of 2% per myr (DeSalle et al., 1987), we can estimate
a separation between them in the order of 1.15 to 0.9 million years ago (mya), corresponding to
the middle Pleistocene period.

For all mitochondrial DNA data set, no haplotypes were shared between African and Paleartic
region suggesting a old separation between populations from these two regions. Only the ITS2
gene shows one ribotype shared between the Afrotropical and the Paleartic. However, as the
nuclear gene generally evolves more slowly than mitochondrial genes (Avise, 2000), this
common sequences would represent a past common history between populations from these two
biogeographic regions.

Comparing data from these two regions, we also note low nucleotide diversities for the Palearctic
populations, suggesting a bottleneck effect for them.

Therefore, our results would suggest an ancient colonization of the Palearctic from the
Afrotropical region followed by a subsequent long isolation among them. According to
paleoclimaticological data, migratory flow was probably possible and more favored for this
species until the early Pleistocene. Later, during the Quaternary glaciations, the tropic conditions
were colder and drier, extending deserts and savannah while reducing rain forests (Swezey,
2001). By the late Pleistocene, the Sahara became arid. All these conditions led probably to
decrease the number of migrants that was able to reach the Palearctic from Africa. This restraint

was probably reinforced by other geographic barriers, such as the Mediterranean sea and the
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Atlas in North Africa, which played and probably still play an important role for decreasing gene

flow among these two regions.

According to Brues (1913), new world S. calcitrans has a Palearctic origin. In 2007, Marquez et
al. confirmed this origin. They also proposed that this introduction occurred after the Christopher
Colombus exploration, within the past 500 years. Unfortunately, our sampling does not enable to
confirm or to disapprove the introduction age of S. calcitrans in America. Nevertheless, we are
in agreement with this dating and we find it suitable. However, our results suggest that a
Palearctic origin would not the unique alternative, an Afrotropical origin being credible too.
Indeed, the haplotype distributions among the zoogeographic regions tend to propose that the
New World was colonized independently by the two areas (existence of common haplotypes
between the New World populations and the Afrotropical region which were not retrived in the
Palearctic populations). However, this hypothesis should be verified by the analyse of a greater
sampling from the Paleartic region. If yes, this hypothesis is confirmed, this multiple inoculation
would explain the relative unexpected high values of nucleotide diversities found in the New
World populations, especially for the COI and the Cyt-b. Thus, the European colonization of
America probably pointed out the S calcitrans immigration beginning, from the Palearctic. Later,
other successive waves of immigration would have appeared, notably from the African
continent. Indeed, transatlantic slave trades, which occurred principally between the American
and the African continent, would have emphasized the S. calcitrans inoculation to the New
World. More generally, Commercial exchanges globalization has probably allowed the
dispersion of S. calcitrans all over the world, in particular in the Pacific region, like in New
Caledonia. As suggested by the surprisingly high level of genetic diversity in this island, the
recent S. calcitrans introduction to New Caledonia was certainly multiple and continuous and
would have been associated to the recurrent introduction of Bos taurus European breeds in the

tropical belt.

The low diversity in cold regions might be explained by the annual overwintering process. So the
longer the winter, the greater the expected effects of genetic drift (Krafsur et al., 2005). This
annual reduction in population size constitutes an annual population bottleneck. Bereford &
Sutcliffe (2009) showed that Stable fly populations in Canada, first occur in late spring, grow
exponentially throughout the summer, and are frozen back each autumn. So, residual Populations

disperse from local climatic overwintering refugia and colonize neighboring farms.
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Evidences from the mismatch distributions analysis indicate that Oriental, Afrotropical and
Palearctic regions have undergone a population expansion. We didn’t use mismatch distribution
to test expansion for Nearctic, Neotropical and Oceania region due to a too weak sampling size.
The time to expansion for S. calcitrans in the Oriental, Afrotopical and Palearctic regions is
approximately 15 496, 11 469 and 6 419 years ago, respectively.

The recent expansion of S. calcitrans is probably associated to last glacial period, espacially to
the Wiirm glaciation. Stable fly expansion could also have been influenced by the significant
continetal human expansions that are estimated to have begun between 70 000 and 50 000 years
ago (Rogers & Harpending, 1992). Human populations change from nomadic hunter gather
socities to more sedentary agricultural population centers. Therefore, the most widely accepted
view that domestication occurred from 18 000 to 8 000 years ago (Hamblin & Veuille, 1999). S.
calcitrans expansion is may be strongly related to the dog domestication, which would have
occurred in East Asia around 15 000 years ago (Savolainen et al., 2002).

Similarly, David & Capy (1988) proposed a colonization history of D. melanogaster, starting
with an expansion from Africa to Europe and Asia approximately 10 000 to 15 000 years ago.
Recent expansions in a variety of disease vectors, including anophelinae (Donnely et al., 2001;
Dusfour et al., 2007; Matthews et al., 2007), and black flies (Pramual et al., 2005) appear to be
tied to human population expansions and/ or to climate changes and to the rise of agriculture,
providing significant new breeding sites and sources of bloodmeals (Coluzzi et al., 1982).
Domestication seems to be key for the establishement of S. calcitrans expansion process. An

exhaustive study for each region is requested for better demographic history comprehension.
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Figure 1. S. calcitrans sampling locations
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Figure 1. Maximum Likelihood tree for Combined COI and Cyt-b haplotypes. Numbers
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Table 2. Distribution of shared haplotypes of S.calcitrans among zoogepgraphic regions. N =

numbers of sequences.

Haplotypes n° Afrotropical |Palearctic |Oriental Nearctic |[Neotropical |Oceania
Hap COIl 6 1
Hap COI2 7 3
Hap COl4 11 1 1
Col
Hap COI9 1 | 3
Prop. singleton  [0.77 0.71 1 0.4 0/2 0.66
Total Hap/N 9/34 718 6/11 517 2/6 3/4 26/80
Hap_Cytb1 14 1 3 1
Hap_ Cytb2 3 2
Hap Cytb3 13 2
Cyt-b
Hap Cytb9 1 2
Prop. singleton  [0.8 0.6 1 0.33 0 0.33
Total Hap/N 10/34 5/20 7/11 3/4 3/7 3/5 24/81
Hap NDI-16S1 18 10 5 2
ND1-16S Prop. singleton |1 0.8 1 0.5 0.5 0.5
Total Hap/N 17/33 5/23 413 211 27 2/4 2991
Rib_ITS2-2 17 8 5 5 4
ITS2 Prop. singleton  [0.91 0.83 1 0.5 0 0
Total Rib/N 12/33 6/13 6/13 2/7 1/5 1/4 25079
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Table 3.AMOVA results for the genetic differentiation among S. calcitrans populations between and within continents groups based on COI / Cytb /
ND1-168S.

Source of

o d.f Sum of squares Variance components Percentage of variation
variation
Among groups |1/1/1 138.350/71.038 /133.289  |6.750 Va/3.149 Va/5.658 Va |81.65/66.43/82.28
Among
populations 4/4/4 37.675/41.116/27.413 0.750 Vb /0.816 Vb /0.443 Vb |9.08/17.14/ 6.44
within groups
Within

. 74/75/85 |56.712/59.636/ 65.946 0.766 Vc / 0.795 Ve/ 0.775 Ve |9.27/16.70/11.28

populations
Total 79/80/90 232738 /171.790/22.648 |8.269 /4.760 / 6.877
Fst 0.907/0.832/0.887
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Table 4. S. calcitrans Population pairwise Fst, among zoogeographic regions. (a) Values for
Cytb (lower) and COI (upper). (b) Values for ND1-16S (lower) and ITS2 (upper).

= Oriental | Afrotropical | Palearctic | Nearctic | Neotropical | Oceania
Oriental - 0.897 0.917 0.896 0.906 0.891
Afrotropical 0.782 - 0.594 0.286 0.450 0.308
Palearctic 0.894 0.619 - 0.570 0.368 0.675
Nearctic 0.790 0.488 0.597 - 0.378 0.060
Neotropical 0.800 0.356 0.243 0.307 - 0.550
Oceania 0.800 0.491 0.459 0.093 0.145 -
(b)
Oriental | Afrotropical | Palearctic | Nearctic | Neotropical | Oceania
Oriental - 0.586 0.667 0.672 0.681 0.663
Afrotropical 0.789 - 0.017 -0.004 -0.067 -0.098
Palearctic 0.929 0.385 - 0.002 -0.074 -0.109
Nearctic 0.942 0.333 0.012 - -0.056 -1.098
Neotropical 0.903 0.252 0.168 0.199 - 0.0000
Oceania 0.852 0.293 0.475 0.522 0.221 -
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Table 5. S. calcitrans genetic distance in % (K2P) among zoogeographic regions inferred by
Cyt-b (lower) and COI (upper).

Oriental | Afrotropical | Palearctic | Nearctic | Neotropical | Oceania
Oriental - 23 2.2 2.3 23 2.2
Afrotropical 1.8 - 0.5 0.3 0.4 0.3
Palearctic 2 0.7 - 0.4 0.2 0.5
Nearctic 1.9 0.7 0.4 - 0.3 0.2
Neotropical 1.8 0.5 0.2 0.4 - 0.4
Oceania 1.9 0.7 0.3 0.3 0.3 -

Table 6. Estimated parameters of S. calcitrans population expansion.

Sample Theta initial Tau Time since expansion
Oriental 0 3.964 15 496
Afrotopical 1.218 2.934 11 469
Palearctic 0 1.642 6419
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Table 7. Genetic indices for all populations COI (I) and Cyt-b (II). Sample size in parentheses. Summary of haplotype number (hap), haplotype

diversity (H), mean nucleotide diversity (r), Ramos-Onsins and Rosas (R2) and Fu’s F.

N hap H (sd) 7 (sd) R2 Fu’s F

I |11 I 10 I 10 I 10 I 10
Oriental 11 11| 6 | 7 |0.855(0.085)| 0.909 (0.066) |0.00237 (0.00046)|0.00415 (0.00059)| 0.152 | 0.124 | -1.867 |-2.601
India 22 [ 2 | 2 [1.000(0.500)] 1.000 (0.500) [0.00133 (0.00066)|0.00570 (0.00285)| 0.500 | 0.500
Thailand 91 9 [ 6| 6 ]0.888(0.091)] 0.916 (0.073) |0.00258 (0.00049)|0.00412 (0.00065)| 0.153 | 0.147
Afrotropical 34] 34 | 9 | 10 [0.847 (0.040) 0.722 (0.054) |0.00226 (0.00022)[0.00383 (0.00032)| 0.122 | 0.083 | -2.551 |-2.787
Ethiopia 6| 4 | 4| 2 ]0.866 (0.129)] 0.500 (0.265) [0.00159 (0.00037)|0.00095 (0.00050)| 0.180 | 0.433
Uganda 1212 ; 1.000 (0.500) ; 0.00760 (0.00380)| - | 0.500 | -
Gabon 8| 6 | 5| 2 [0.857(0.108)] 0.333 (0.215) |0.00185 (0.00035)]0.00127 (0.00082)| 0.230 | 0.372
Cameroun 308 | 2 | 8 |0.666(0.310)] 0.642 (0.184) [0.00089 (0.00042)0.00401 (0.00103)| 0.470 |0.1826
Senegal 512 3] 1 [0.700(0.218) 0 0.00212 (0.00066) 0 0240 | - i
Burkina Faso 1] 3] 1] 2 ] 0.666 (0.314) - 0.00380 (0.00179)] - | 0.471
Madagascar 2 [ 2 [ 2 | 2 [1.000(0.500)] 1.000 (0.500) [0.00133 (0.00066)|0.00190 (0.00095)| 0.500 | 0.500
Réunion island 211 [ 2] 1 [1.000(0.500) - 0.00133 (0.00066) ; 0.500 | - -
Anjouan 505 | 2 | 2 0.400(0.234)| 0.400 (0.237) [0.00106 (0.00063)|0.00076 (0.00045)| 0.104 | 0.400
Mayotte 1] 1 1 1 - - - - - -
Palearctic 18] 20 | 7 | 5 [0.765 (0.073)] 0.507 (0.126) [0.00143 (0.00025)0.00105 (0.00030)| 0.0864 | 0.126 | -3.514 |-2.704
Tunisia 3532 (%)g%)) 0.900 (0.161) |0.00177 (0.00059)|0.00228 (0.00055)| 0.235 | 0.264
Algeria 30 4 | 2 | 2 ]0.666 (0.650)] 0.500 (0.265) [0.00089 (0.00033)| 0.00095 (0.00050 | 0.470 | 0.433
Morocco 6| 4 | 2] 1 (0533(0.172) 0 0.00071 (0.00023) 0 0266 | - -
France 506 | 5 | 1 |1.000(0.126) 0 0.00212 (0.00041) 0 0.100 | -
Montenegro 1|1 1 1 - - - - - - -
Nearctic /Canada 71 4 | 5 | 3 [0.857(0.198)] 0.833 (0.222) [0.00215 (0.00059)|0.00317 (0.00011)| 0.218 | 0.309
Neotropic /Colombia | 6 | 7 | 2 | 3 |0.600 (0.283)] 0.762 (0.115) |0.00159 (0.00034)|0.00290 (0.00067)| 0.300 | 0.254
—g‘i:gﬁfiff’w 15| 3| 3 10.833(0.222)] 0.800 (0.164) | 0.00243 (0.0007) |0.00304 (0.00062)| 0.260 | 0.240
Total 80| 81 | 26 | 24 0.938 (0.012)] 0.885 (0.020) |0.00782 (0.00106)|0.00816 (0.00080)| 0.104 | 0.072 | -5.772 |-8.330

102




Table 8. Genetic indices for all populations ND1-16S (I) and ITS2 (II). Sample size in parentheses. Summary of haplotype number (hap),

haplotype diversity (H), mean nucleotide diversity (), Ramos-Onsins and Rosas (R2) and Fu’s F.

N hap H (sd) 7 (sd) R2 Fu’s F

|1 |10 I 11 I 1T I 1T I 11
Oriental 13/ 13| 4 | 6 |0.615(0.136)| 0.846 (0.070) [0.00145 (0.00043)|0.00381 (0.00049)| 0.142 | 0.226 | -0.940 | -2.205
India 21112 |1 [1.000(0.500) - 0.00355 (0.00177) - 0.500 - - -
Thailand 1112 | 3 | 6 |0.581(0.142)| 0.833 (0.064) {0.00116 (0.00034)[0.00386 (0.00051)| 0.163 | 0.229 -
Afrotropical 33133 | 17 | 12 ]0.933 (0.022)| 0.727 (0.081) |0.00527 (0.00042)|0.00430 (0.00112)| 0.089 | 0.059 | -8.928 | -6.836
Ethiopia 613 [ 6 | 3 |1.000(0.096)| 1.000(0.272) {0.00461 (0.00112)]0.00560 (0.00015)| 0.149 0 - -
Uganda 212 |2 | 2 [1.000(0.500)| 1.000 (0.500) |0.00355 (0.00176)|0.00280 (0.00140)| 0.500 | 0.500 - -
Gabon 503 [ 2] 2 /0.400(0.237)| 0.666 (0.314) [0.00142 (0.00084)|0.00187 (0.00088)| 0.400 | 0.471 - -
Cameroun 419 |4 | 3 [1.000(0.177)] 0.555 (0.165) |0.00325 (0.00078)|0.00171 (0.00060)| 0.265 | 0.184 - -
Senegal 6 5[5 ] 3 /0.805(0.120)| 0.700 (0.218) [0.00236 (0.00052)|0.00392 (0.00160)| 0.152 | 0.284 - -
Burkina Faso 1101 - - - - - - - - -
Madagascar 1121 ]2 - 1.000 (0.500) - 0.00280 (0.00140) - 0.500 - -
Réunion island 21413 - 0.833 (0.222) - 0.00280 (0.00095) - 0.250 - -
Anjouan 514 2] 2 /0.400(0.237)| 0.500 (0.265) [0.00071 (0.00042)|0.00140 (0.00074)| 0.400 | 0.433 -
Mayotte 1|1 1 1 - - - - - - - -
Palearctic 23113 | 5 | 6 |0.391(0.125)| 0.641 (0.150) {0.00102 (0.00037)[0.00251 (0.00079)| 0.086 | 0.096 | -2.403 | -3.489
Tunisia 503113 - 1.000 (0.272) - 0.00373 (0.00124) - 0.235 - -
Algeria 313 [ 1 1 - 0 - - - - - -
Morocco 5031113 - 1.000 (0.272) - 0.00560 (0.00197) - 0.272 - -
France 91 3 [ 5] 1 /0.805(0.120) 0 0.00236 (0.00052) - 0.152 - - -
Montenegro 1] 1 1 1 - - - - - - - -
Nearctic /Canada 11| 7 | 2 | 3 |0.182(0.144)| 0.524 (0.144) |0.00032 (0.00026)[0.00160 (0.00072)| 0.287 | 0.225 - -
Neotropic / Colombia | 7 | 5 | 2 | 1 |0.476(0.171 - 0.00168 (0.00060) - 0.238 - - -
Oceania /New 414 2| 1 (0.667(0.204) - 0.00352 (0.00108) - 0333 | - - -
caledonia
Total 91| 75 ] 29 | 25 ]0.885 (0.036)| 0.726 (0.057) |0.00717 (0.00072)|0.00493 (0.00070)| 0.068 | 0.040 |-12.919|-22.590
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Résumé des principaux résultats

- Les résultats de la phylogénie, des réseaux haplotypiques, de la différenciation génétique
estimée entre paires de populations (Fst) et de 1’analyse AMOVA montrent une nette
différenciation entre les populations orientales et les populations des autres zones
géographiques de Stomoxys calcitrans. La comparaison des séquences de COI par la mesure
de la distance génétique (kimura 2 parameter) montre une séparation autour de 2% entre la
population orientale et les autres populations. Ces résultats ne permettent pas de trancher entre
I’hypothése d’une seule espéce ayant des populations fragmentées ou de deux especes
séparées par une barriere de reproduction. L’époque de séparation de la population orientale

des autres populations est estimée a I’époque du Pléistoceéne inférieur.

- L’isolement de S. calcitrans en deux groupes suggere la présence de deux zones de refuges.
L’ Afrique pourrait étre un refuge qui a permis la colonisation des autres régions, a I’exception
de la région orientale. Un autre refuge semble avoir existé dans la région orientale, mais dont

la recolonisation est vraisemblablement limitée.

- Les données mitochondriales et nucléaires prouvent que la colonisation du Paléarctique, a
partir de la région afrotropicale, est probablement ancienne, depuis le début du Pléistocéne ou

les conditions climatiques du Sahara étaient encore favorables.

- la colonisation du Nouveau Monde et de la Nouvelle- Calédonie est vraisemblablement plus
récente. Il s’agirait d’une double inoculation, a partir de la région paléarctique et de la région
afrotropicale, déclenchée par la découverte de I’Amérique par Christophe Colomb. Ensuite,
les pérégrinations transatlantiques, ayant favorisé les échanges commerciaux, sont

responsables de la dispersion successive et continue de S. calcitrans vers le Nouveau Monde.

- L’expansion de la population orientale, oaléarctique et afrotropicale a probablement eu lieu
il y environ 15 000,11 000 et 6 000, respectivement. Cette expansion semble étre liée a la
derniere période de glaciation et a I’évolution de I’ Homme et de son nouveau mode de vie

(sédentarisation, domestication...).
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Conclusion Générale et Perspectives
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Durant ces dernieéres décennies, la Terre a subi des évolutions écologiques, climatiques et
démographiques favorisant I’émergence ou la propagation des maladies a transmission
vectorielle. Le controle des populations de vecteurs est primordial dans la lutte contre ces
maladies. Cependant, le succes des opérations de lutte anti-vectorielle est lié a une bonne

connaissance du vecteur et de son environnement.

C'est sur la base de ce constat que nous avons entamé une étude phylogénétique du genre
Stomoxys. Nos investigations ont permis pour la premiere fois chez les stomoxes de faire la
lumiére sur les relations phylogénétiques entre les différentes especes, redéfinir les limites

interspécifiques et de proposer un scénario évolutif.

Premiérement, nos résultats montrent que la phylogénie morphologique est insuffisante pour
délimiter les relations phylogénétiques entre especes du genre Stomoxys. En effet, nous ne
disposons pas d’un nombre suffisant de caractéres informatifs, en raison du manque de
caractéres morphologiques chez les adultes et de I’absence de données biologiques et

morphologiques des stades immatures.

Cependant, la phylogénie moléculaire s’avére étre plus efficace. L’analyse combinée des
marqueurs mitochondriaux (COI et Cyt-b) et nucléaires (ITS2) supporte la paraphylie de

Stomoxys a cause de I’apparition de Prostomoxys saegerae a I’intérieur du genre Stomoxys.

Les constructions phylogénétiques ont révélé la présence de trois clades fortement soutenus
qui correspondent a la biogéographie, avec la probable origine orientale du groupe due a
I’émergence basale de S. indicus. Le calibrage des horloges moléculaires a permis d’estimer la
péride de divergence du genre Stomoxys qui correspond vraisemblablement a la fin de
I’Oligocéne (=23-34 millions d’années). Ensuite, il y aurait eu divergence des clades B et C, il
y a environ 20,8 millions d’années. La radiation des espeéces majeures en Afrique a
probablement eu lieu au Miocéne. Cette dispersion vers I’Afrique était possible grace a une

connexion foresti¢re entre la plaque africaine et la plaque eurasienne au début du Miocéne.

Durant le Miocéne, les foréts tropicales africaines ont commencé a régresser en laissant la
place a des savanes, associées a des régimes saisonniers de précipitations (deMenocal, 1995).
Ces changements auraient été a I’origine d’une fragmentation des milieux, ce qui aurait
probablement conduit a un isolement des populations et a la création de nouvelles entités
génétiques. Ceci pourrait expliquer le groupement phylogénétique des espéces de stomoxes.
De la sorte, il y aurait eu apparition du clade rassemblant toute les especes africaines

inféodées a la forét primaire (S. transvittatus, S. inornatus, S. omega et S. pallidus). Ensuite,
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le troisieme clade serait apparu vers 18 millions d’années et il rassemble en différents sous-
clades des especes de savanes et des espeéces de milieu anthropisé. Le premier sous-clade
regroupe S. niger niger et S. niger bilineatus, espéces africaines. Les données
morphologiques, écologiques et moléculaires (basées sur 1’estimation de temps de divergence,
il y a environ 16.4 millions d’années) sont fortement en faveur de deux especes distinctes.
Ainsi, nous proposons une ¢lévation de ces deux sous-especes au rang d’especes. D’autres
approches telles que la cytogénétique et le croisement pourraient confirmer notre hypothese.
Au niveau du deuxiéme sous-clade on distingue deux espéces africaines: S. varipes et
Prostomoxys saegearae, du genre monotypique Prostomoxys. En conséquence, nous
proposons de renommer Prostomoxys saegerae par Stomoxys saegerae. La longueur des
palpes maxillaires par rapport a la taille du proboscis (un caractere retenu par Zumpt (1973)
pour classifier les genres de la tribu des Stomoxyini) est vraisemblablement un caractere

adaptatif et semble étre peu efficace.

Enfin le dernier sous-clade est formé par S. calcitrans, S. sitiens et S. bengalensis, espéces
morphologiquement trés similaires et décrites de milieux anthropisés. Actuellement, S.
calcitrans a une répartition mondiale, S. sitiens se trouve a la fois en Asie et en région
afrotropicale et enfin S. bengalensis se trouve uniquement en Asie. Ce dernier cluster, a vaste
répartition, montre le retour des stomoxes vers 1’ Asie et la colonisation de nouveaux espaces.
Les événements de migration entre I’Afrique et la région orientale étaient encore possible
jusqu’a la fin du Miocene, grace a la connexion forestiére qui existait encore a cette époque
(Moreau, 1952), ce qui aurait probablement permis I’apparition de S. bengalensis en Asie.
Pour S. calcitrans, on pourrait émettre 1’hypothése d’une spéciation en Afrique et ensuite une
colonisation de la région orientale. En ce qui concerne S. sitiens, la dispersion se serait
probablement déroulée soit a la méme époque de colonisation que S. bengalensis, soit par le
méme processus de colonisation que S. calcitrans. Un échantillonnage plus approprié de S.
sitiens, au niveau des deux continents, et éventuellement une étude phylogéographique de

cette espece, pourraient nous apporter des réponses complémentaires.

Quant a S. calcitrans, une analyse phylogéographique a été entamée pour mieux comprendre
sa distribution. Les résultats de cette analyse montrent une différenciation entre les
populations orientales et les autres populations. Cette séparation (K2P ~2%) a ¢été datée aux

alentours du Pléistocéne inférieur.
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La séparation de S. calcitrans en deux groupes laisse supposer la présence de deux zones de
refuge. Le premier point de refuge est probablement situé en Afrique tandis que le deuxi¢me,
moins précis, serait situé¢ en région orientale. Les populations afrotropicales ont clairement pu
envahir le reste du monde, a I’exception de la région orientale, par diverses voies et a
différentes périodes. La population orientale est isolée, il n’y a pas eu de ce fait une dispersion

de S. calcitrans vers les autres régions.

La colonisation du Paléarctique, a partir de la région afrotropicale, est probablement ancienne.
Au début du Pléistocene, les conditions climatiques du Sahara étaient encore humides, a la fin
du Pléistocéne/début Holocene, le Sahara acquiert son climat aride actuel. Le Sahara a
probablement limité la migration de S. calcitrans vers le Paléarctique. Cependant, la
colonisation du Nouveau Monde et de la Nouvelle-Calédonie est vraisemblablement plus
récente, suite a 1I’exploration de I’Amérique par Christophe Colomb. Aprés cette découverte,
les voyages transatlantiques ont augmenté permettant une double inoculation de S. calcitrans

a partir de la région Paléarctique et de la région afrotropicale.

Les conditions climatiques en méme temps que I’évolution de ’'Homme et de son mode de
vie auraient certainement permis 1’expansion de S. calcitrans. Il est possible que la

domestication du chien soit I’¢élément clé de cette expansion.

La liaison étroite de S. calcitrans avec la présence humaine, fait que des mesures
prophylactiques de base doivent étre prises en compte pour limiter I’expansion de cette
espéce. Rappelons qu’en 1993, aux Etats-Unis, les pertes économiques infligées par les
stomoxes au niveau des ¢élevages ont été estimées a 100 millions de dollars (Foil & Hogsette,
1994). 1l est évident que la propreté des batiments d’¢élevages et des abords, ainsi qu’une
bonne ventilation et aération des batiments contribueront a diminuer les lieux de vie et les
cycles de reproduction des stomoxes et a une meilleure efficacité des insecticides. Faute de
connaissances suffisantes sur les stades larvaires et leurs lieux de vie, les moyens de lutte sont
focalisés uniquement sur les adultes. Pourtant, une lutte contre les stades larvaires permettrait

de limiter les mouches avant leur prolifération.

S. calcitrans est trés étroitement inféodé a I’Homme, sa propagation dans le monde est
vraisemblablement liée a 1’expansion et aux activités humaines. Chez certaines especes on

reconnait déja le phénomeéne de domestication qui aurait permis 1’invasion de ces espéces, telles
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que Drosophila melanogaster et Musca domestica. Lachaise & Silvain (2004) ont avancé que la
domestication de D. melanogaster serait un processus d’évolution. Ils émettent leur hypothése de
la maniére suivante: « It could be argued that evolution in this lineage simply led to the loss of
the ‘wild’ strategy, probably because the ‘domestic’ strategy was favored by
selection »...« As a result, we assume that the shift to domestic habit is an evolutionary
response for species that are unable to adapt readily to changing natural environments and
hence suffer severe population bottlenecks. We suggest that the reasons why D. melanogaster
became strictly domestic may be its poor and constrained demographic capabilities ». Il est
possible que S. calcitrans ait aussi développé une stratégie de domestication pour faire face

aux contraintes démographiques.

S. calcitrans est la seule espéce qui a pu envahir le monde et élargir son aire de réparation,
pourtant d’autres espeéces de Stomoxys sont aussi anthropophiles, ou du moins on les trouve a
la fois en savane et en milieu anthropisé, telles que S. sitiens et S. niger. Les résultats
d’écophysiologie de Gilles et al. (2005), a I’ile de la Réunion, montrent qu’a 15°C S.
calcitrans est capable d’achever son cycle de développement, tandis que S. niger est incapable
de se reproduire (le taux intrinséque d’accroissement r < (). S. calcitrans a ainsi développé
une stratégie d’hivernation, dans les régions tempérées, lui permettant de s’accroitre et
maintenir sa taille effective. Au contraire, S. niger, espéce tropicale, semble développer une
stratégie de survie sans reproduction pendant la saison de I’hiver. Ceci pourrait €tre une partie
de I’explication pourquoi seule S. calcitrans est devenue cosmopolite. En effet, les conditions
climatiques qu’on trouve en région néotropicale sont semblables a celles de la région
afrotropicale, et pourtant on ne trouve pas S. niger. D’aprés Zumpt (1973), Fiasson (1943)
aurait trouvé S. niger en Venezuela, cependant cette information n’a pas été confirmée.
Vraisemblablement, S. niger niger est présente dans les iles du Cap-Vert et les iles Canaries.
I1 est donc judicieux d’examiner en premier la présence ou I’absence de S. niger en région
néotropicale et d’entreprendre par la suite une analyse phylogéographique de cette espéce.
Une autre espéce a été décrite en milieux anthropisé, il s’agit de S. sitiens, se trouvant a la fois
sur le continent asiatique et le continent africain. Peu d’informations concernant la biologie de
cette espéce sont disponibles. Néanmoins, on pourrait se poser la question pourquoi S. sitiens
n’a pas pu ¢élargir son aire de répartition ? Puisqu’elle semble étre li¢e a la présence humaine
comme S. calcitrans. Une étude d’écophysiologie et de phylogéographie de S. sitiens pourrait

nous apporter des éléments de réponse.
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AIC (Akaike Informative Criterion): Critére Informatif d’Akaike est utilisé pour comparer
les modeles d’évolution des séquences et est défini par la formule suivante : AIC = 2k - 2InL

ou L est la vraisemblance maximisée et k le nombre de parameétres dans les modeéles

Analogie: des caractéres qui se ressemblent (ou similaires), mais non homologues,
remplissant les méme fonctions biologiques. L’analogie est un cas particulier de

I’homoplasie.

Apomorphe: " apo = séparation, morphe = forme ". Qualifie en phylogénie un état dérivé

d'un état ancestral.

Arbre consensus : comme la méthode du maximum de parcimonie peut conduire a trouver
plusieurs arbres équivalents, on peut créer un arbre consensus (avec utilisation du
bootstraping). Cet arbre consensus est construit a partir des nceuds les plus fréquemment

rencontrés sur 1'ensemble des arbres possibles.

Autapomorphie: adj. Lors d'une comparaison entre groupes-fréres, se dit de 1'état dérivé d'un

caractere propre a I'un des deux taxons.

Bootstrap: utilisée pour tester la fiabilit¢ des branches internes. Le bootstrap consiste a
effectuer un tirage des sites au hasard avec remise, donc dans chaque réplication de bootstrap
certains sites peuvent étre présents plusieurs fois, tandis que les autres peuvent tre absents.
Chaque réplication produit un nouvel alignement "artificiel" qui est utilisé pour construire un
arbre '"artificiel". Pour chaque branche interne, on calcule le pourcentage des arbres
"artificiels" contenant cette branche. On considére généralement que les branches définis par

une valeur de bootstrap de > 95% sont fiables.

Bottleneck (population): le goulot d’étranglement se produit lorsqu’une population subit une
sévere réduction de sa taille. Dans une population, le goulot d’étranglement est un facteur

diminuant de la diversité génétique.

Caractére : un caractére est une particularité anatomique ou moléculaire définie par un
chercheur. Un caractére se divise en au moins deux états : primitif plésiomorphe ou dérivé

apomorphe

Clade: " clados = branche ". En phylogénie, branche ou taxon qui contient un ancétre et tous

ses descendants.
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Cladistique: méthode de comparaison des taxons entre eux. Un taxon est défini comme un
ensemble de caractéres, chacun dans un certain état de caractéres. Les taxons sont rassemblés
deux par deux (on parle de groupes fréres) en fonction des caractéres qu’ils présentent dans

leurs états dérivés uniquement.

Cladogramme: diagramme montrant des relations de parenté entre différents taxons. Un

cladogramme n’est pas un arbre évolutif et ne peut permettre d’établir un scénario évolutif.

Convergence: ressemblance apparue indépendamment dans différents taxons, par conséquent

non héritée de 1’espece ancestrale a ces taxons.

Distances (méthode de): La premiére étape consiste a calculer la distance évolutive (c’est-a-
dire le nombre de substitutions) entre deux séquences, en général a 1’aide de méthodes
statistiques utilisant un modele d’évolution des séquences. Cela aboutit a 1’édification d’une
matrice de distances entre toutes les paires de séquences. Différents algorithmes, comme le
célebre neighbor joining, permettent de construire rapidement un arbre a partir de cette

matrice.

Distance évolutive

Distance évolutive entre 2 séquences est égal au nombre de substitutions qui se sont produites
sur les 2 lignées évolutives depuis 1’ancétre commun / nombre de sites. La distance évolutive
est égale a la distance observée uniquement si les s€quences sont trés proches et le nombre de
substitutions observées correspond au nombre de substitutions qui se sont réellement
produites. En effet, la distance observée est presque toujours une sous-estimation de la
distance évolutive. Plusieurs événements, qui ont pu éventuellement se produire, ne sont pas
pris en considération dans son calcul. Pour en tenir compte, plusieurs modéles ont été

développés afin de corriger les distances observées.

Evolution des séquences (modeles):

Modéle de Jukes-Cantor (JC) : 1 paramétre

* les 4 bases ont les mémes fréquences (tA =T =G = nC)

* les transitions (a) et les transversions sont équiprobables (o = )

Formule: d xy = -3/4 In (1-4/3 D), ou D est la distance observée, les termes 3/4 et 4/3
correspondent aux quatre types de nucléotides et aux trois possibilités que le deuxiéme

nucléotide peut étre différent du premier.

- Mode¢le de Kimura (K2P) : 2 paramétres

* les 4 bases ont les mémes fréquences (A =T = nG = nC)
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* les transitions (o) et les transversions () ne sont pas équiprobables (o # )

- Modgele de Tajima-Nei (TN) = Felsenstein (F81) : 6 parametres

* les 4 bases ont les fréquences différentes (A # T # nG # nC)

* les transitions et les transversions sont équiprobables (o = )

- Modéle de Hasegawa, Kishino et Yano (HKY 85) : 6 parameétres

* les 4 bases n’ont pas les mémes fréquences (tA # nT # nG # nC)

* les transitions (a) et les transversions () ne sont pas équiprobables (o # )

- Mod¢le GTR (General Time Reversible) : 10 parametres

* les 4 bases ont des fréquences différentes (A # nT # nG # nC)
« il existe 6 types de substitutions (AC, AT, AG, CT, CG, TG)

Parameétres additionnels : distribution gamma (G) et proportion de sites invariables (I). La

distribution gamma est utilisée pour corriger les variations de substitutions entre les différents
sites. Le paramétre G est évalué a partir des données et correspond a l'intervalle de variations.
Plus G est petite, plus l'intervalle des variations est grand. On peut décider qu’une certaine
fraction de sites est invariable (ce qui correspond a un parametre supplémentaire I), auquel cas
la distribution gamma ne s’appliquera qu’aux sites libres de varier. On peut inclure les
paramétres o et I dans différents modeles de changements évolutifs, par exemple : GTR + G +

I (12 parametres)

Fu’s Fs: test statistique basé sur la distribution des haplotypes pour détecter une éventuelle
expansion démographique de populations. Ce test est préconis¢ quand I’échantillonnage est
important. Si Fu’s Fs est fortement négatif significativement, suggére une population en

expansion.

Homologie: " omo = semblable, logos = étude ". Deux états de caractéres sont dits

homologues s’ils sont hérités d’'une méme structure commune.

Homoplasie: En phylogénie, similarité chez différentes espéces d'un organe ou partie
d'organe qui ne provient pas de 1'hérédité d'un ancétre commun. On distingue plusieurs cas

d’homoplasie : I’analogie, la convergence, le parallélisme, la réversion.

Plusieurs indices ont été développés afin de mesurer le taux d'homoplasie et ainsi d'évaluer la
confiance que 1'on peut avoir dans un arbre.

- consistency index (CI) - indice de cohérence
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Pour un caractére donné, l'indice de cohérence est ¢gal au nombre minimum m de
changements possibles du caractére (c'est-a-dire le nombre total des états du caractére moins
un) divisé par le nombre de changements observés S.

Pour un arbre donné, I'indice de cohérence Cl =M/ S, ou M et S sont égal respectivement a
la somme de m et de s de tous les caracteres.

- homoplasy index (HI) - indice des homoplasies HI = 1 -ClI

- retention index (RI) - indice de rétention Rl = (G - S) / (G - M) ou G est égal a la somme de
changements pour tous les caractéres dans un arbre complétement polytomique.
- rescaled consistency index (RC) RC = CI x RI, RC est défini comme le produit de I'indice

de cohérence C et de l'indice de rétention R.

Horloge moléculaire (hypothése de I’): hypothése selon laquelle les molécules d’une méme
classe fonctionnelle évoluent régulierement dans le temps et a rythme égal dans différentes
lignées. Ainsi la quantité des différences moléculaires constatées de nos jours dans des
séquences homologues d’especes distinctes peut Etre utilisée pour estimer le temps €coulé

depuis le dernier ancétre commun a ces deux espéces (ou temps de divergence).

Inférence bayesienne (méthode):C'est une méthode qui fait appel au concept des
probabilités postérieures (le théoréme de Bayes), ou la probabilité est estimée sur la base d'un
modele et d'une certaine connaissance des données. Pr (H /D) = (Pr (H/D) x Pr (H)) /Pr (D),
ou H est un hypothétique arbre phylogénétique et les données D sont les séquences
comparées.

En pratique, la probabilité postérieure d’une topologie est impossible a calculer, mais elle
peut étre approximée en utilisant la méthode de Monte Carlo par chaines de Markov

(MCMC), qui échantillonne des arbres en proportion de leur PP.

Matrice (de caractére): tableau a double entrée comportant, en général, verticalement une
série d’especes (ou de taxons) et horizontalement une série de caractéres. Dans les cases du
tableau, figurent sous forme codée les états des caractéres pour chacun des taxons. L’analyse
cladistique des caracteres donne lieu a une telle matrice, les états sont généralement codés 0,

1, 2, ect.

Maximum de vraisemblance (méthode): La vraisemblance est la probabilité d'observer les
données D sachant I'hypothése H = L = Pr (D/H)
La démarche consiste donc a rechercher la vraisemblance des données D sous différentes

hypothéses évolutives H d'un modele M et a retenir les hypothéses qui rendent cette
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vraisemblance maximale. Comme le nombre L est souvent trés petit, il est exprimé en forme
d'un logarithme naturel In L.

Dans le cas d'analyse des séquences, les données D sont des séquences comparées et
I'hypothése H est l'arbre phylogénétique. Nous cherchons a trouver l'arbre dont la
vraisemblance, étant donné les séquences observées et le modele d'évolution choisi, est

maximale. La vraisemblance de I'arbre n'est pas la probabilité que l'arbre est "vrai"

Mismatch distribution: Représentation graphique de la distribution du nombre des

différences génétiques existant entre les individus d’une population pris deux a deux.

Monophylétique (groupe): " monos = seul, unique, phylon = tribu, peuple, race ". En
phylogénie, se dit d'un groupe qui contient un ancétre et tous ses descendants. On nomme

¢galement d’un groupe monophylétique qu’il est un clade.

Monotypique: adj. - Un genre (taxon) est dit monotypique lorsqu’ 'il a été établi qu'a partir de
l'existence attestée d'une seule espéce (taxon). Une espéce est dite monotypique si elle ne

comprend pas de sous-especes.

Multifurcation: c’est un nceud a plus de trois branches ou segments de branches. La
multifurcation signifie que les relations phylogénétiques des groupes (branches) concernés ne

sont pas résolues.

Parallélisme: ressemblance apparues indépendamment dans différents taxons proches
parents : un méme €tat apomorphe est atteint a plusieurs reprises, et par différents taxons, a

partir d’un méme caractere ancestral. Le parallélisme est un cas particulier de la convergence.

Paraphylétique (groupe): " para = a coté de, proche de; phylon = tribu, race ". En
phylogénie, se dit d'un groupe qui comprend une espéce ancestrale et seulement une partie de
ses descendants. Un groupe paraphylétique est défini par au moins une symplésiomorphie ou

une absence de caractére.

Parcimonie (méthode): Méthode de construction de phylogénies qui, parmi tous les
dendogrammes (arbres) possibles, retient celui qui présente le plus petit nombre d'événements
évolutifs (changements d'état de caracteres). Le but est de produire, par 1'étude des caracteres,

l'arbre phylogénique le plus proche de la réalité (le plus probable).

Phénétique : se dit d’une classification établie d’aprés la similitude des taxons entre eux.
Dans ce cas, elle n’est pas construite en fonction des états de caractéres, apomorphes ou

plésiomorphes.
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Phylogénie: " phylon = tribu, race, peuple; genos ou generis = origine, naissance ". Cours

historique de la descendance des étres organisés.

Phylogramme: en cladistique, ¢’est un dendrogramme montrant les relations phylogénétiques
en termes d’histoire généalogique inférée; I’identité des nceuds (ancétres) est spécifiée, la
connexion des lignes représente le taxon ancestral, et les taxons inclus ne sont pas tous en

position terminale.

Plésiomorphe: adj, opposé a apomorphe. Un état de caractére est dit plésiomorphe (ancien)

par rapport a un état plus dérivé. C’est une notion relative, pas absolue.

Polarisation: opération qui consiste a déterminer la séquence évolutive de la transformation

d’un caractere, de son état pléisiomorphe a son état apomorphe.

Polyphylétique (groupe): " polys = nombreux, phylon = tribu, race, peuple ". En phylogénie,
se dit d'un groupe qui contient un certain nombre d'espéces ou de taxons, sans contenir

I'ancétre commun a tous.

Pondération (des caractéres): La pondération des caractéres vise a donner un poids plus
important aux caractéres que l'on juge porteurs d'une information phylogénétique plus

significative.

Réversion: un état dérivé d’un caractére revient a un état semblable a 1’état primitif
(plésiomorphe). Plus généralement, dans une série de transformations d’un caractére (d’un
¢tat primitif a ses états dérivés), la réversion est retour a un état morphologique ou
moléculaire semblable a celui d’un stade précédent. La réversion est un cas particulier de

I’homoplasie.

Scénario: hypothése historique servant a expliquer certains patterns : présence de tels taxons

a tels endroits. ..

Substitution: type de mutation dans une séquence qui consiste en un remplacement d’un ou
de plusieurs acide (s) aminé (s) par un ou plusieurs autres, d’un ou de plusieurs nucléotide (s)

par un ou plusieurs autres.

Symplésiomorphie (caractére): adj, caractére plésiomorphe présent chez deux ou plusicurs

taxons.

Synapomorphie (caractére): adj, caractére apomorphe partagé par deux ou plusieurs taxons.
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Systématique: " systematicos = qui forme un tout et répond a un ensemble de principes ".

Science des classifications biologiques et des relations évolutives entre organismes.

Systématique : science qui hiérarchise les organismes vivants, et essaie de retrouver les

relations de parentés entre eux.

Taxinomie ou Taxonomie: " taxis ou taxe0s = ordre, arrangement ; nomos = loi, régle ".
Science de la classification des étres vivants. Elle inclut la reconnaissance, 1'identification des

formes vivantes et leur rangement avec une classification.

Temps de divergence (ou temps de séparation, entre deux taxons) : date du dernier ancétre
commun a deux taxons. Plus précisément et en d’autres termes, date a laquelle 1’espéce-
ancétre commune a deux taxons a perdu son intégrité génétique, c’est a dire a subi une

spéciation.

Test R2 (Ramos-Onsins et Rozas, 2002): calcule la différence entre le nombre de mutations
uniques par rapport a la moyenne du nombre de différences partagées par deux individus : une
population récente en expansion conduira a une faible valeur de cet indice. Test mieux adapté

pour faible échantillonnage

Systématique évolutionniste: courant de systématique qui tente a la fois de présenter les

relations phylogénétiques et les divergences des étres vivants entre eux.

Systématique phylogénétique : cette systématique se base sur le principe du cladisme. Elle
rejette les groupes non monophylétiques (ou non clades). Seuls les clades peuvent avoir un

nom.

Taxon: unité de classement utilisée en systématique. Les taxons sont une espéce, un genre,

une famille, un ordre, une classe, etc.
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Annexe A : Cartes de distribution des Stomoxys

S. calcitrans

Distribution des especes de Stomoxys
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Annexe A (Suite)

Distribution de S. indicus
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Annexe A (Suite)

Distribution de S. bengalensis
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inornatus, S. transvittatus et S. stigma

Distribution de S.

Annexe A (Suite)

Distribution de S. omega, S. xanthomelas et S. pallidus
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Annexe A (Suite)

Distribution de S. varipes
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Annexe B :

Description de la répartition et de 1’écologie des especes connues de Stomoxys :

Especes Distribution (Zumpt, 1973) Ecologie

S. calcitrans (Linnaeus) Cosmopolite Espéce anthropophile-
S. bengalensis Picard Inde a Java Milieu anthropisé

S. indicus Picard Région orientale et territoires | Milieu anthropisé

. sitiens Rondani

. niger Macquart

S. niger niger

S. niger bilineatus

. inornatus Griinberg

. omega Newstead

. pallidus Roubaud

. transvittatus Villeneuve

. xanthomelas Roubaud

avoisinant le Paléarctique

Régions éthiopienne et orientale

Région éthiopienne et Madagascar
Région éthiopienne et Madagascar
Afrique tropicale

Régions éthiopienne

Afrique tropicale

Afrique centrale et du sud

Congo- Tanzanie- Ouganda

Milieu anthropisé

Milieu anthropisé
Savane

Forét primaire
Forét primaire
Forét primaire
Forét primaire

Forét primaire
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LANDSCAPE, POPULATION STRUCTURE
AND GENETIC DIVERSITY OF STOMOXYS CALCITRANS

DSOULI AYMES N.*, MAVOUNGOU J.F.**, DE STORDEUR E.* & DUVALLET G.*

Summary:

To investigate whether different landscapes could affect genetic
diversity and structure of the cosmopolitan diptera Stomoxys
calcitrans, populations from Gabon and southern France were
studied using dominant amplified fragment length polymorphism
[AFLP) markers. Gabon is characterized by a forested closed
landscape, and southern France by an open Mediterranean
landscape. The genetic diversity between Gabon and France
populations did not differ significantly (P > 0.05). Contrary to our
expectation, this study shows a moderate level of genetic
differentiation between these two distant countries (Fst = 0.0979)
and a low genetic structure among Gabonese and French
populations (Fst = 0.0291 and 0.0275 respectively). This result
could indicate the capacities of S. calcitrans populations fo sustain
a high level of gene flow, despite geographic distance and
isolafion.

KEY WORDS : Stomoxys calcifrans, population genetics, landscape ecology,
AFLP.

he relationship between landscape pattern and

population structure has become a major interest

of many population genetics studies. Manel et al.
(2003) coined the term of landscape genetics to des-
cribe combination of landscape ecology and popula-
tion genetics. Thus, the landscape genetics approach
provides information about the interaction between
landscape features and microevolutionary processes
such as gene flow, genetic drift and selection (Manel
et al., 2003; Storfer et al., 2007). Although the common
thought is that environmental and ecological changes
exacerbate the risk of decline or extinction of species,
it is also important to consider organisms that may be
favoured by current environmental changes. Particu-
larly, insects that have an immense ecological capabi-
lity of adaptation and a great biological success in
diverse environments (Behura, 2006; Mock er al., 2007).
A number of recent studies highlighted the effects of
landscape characteristics on patterns of genetic popu-

* Département Ecologie des Arthropodes, UMR 5175 CEFE, Univer-
sité Paul-Valéry, Route de Mende, 34199 Montpellier cedex 5, France.
= Institut de Recherche en Ecologie Tropicale (IRET), BP 13354,
Libreville, Gabon.

Correspondence: Najla Dsouli Aymes. E-mail : dsouli2005@yahoo.fr

Parasite, 2009, 16, 37-41

Résumé : IMPACT DU PAYSAGE SUR LA STRUCTURE DES POPULATIONS ET
LA DIVERSITE GENETIQUE DE STOMOXYS CALCITRANS

Pour étudier I'impact du paysage sur la diversité génétique et la
structure des populations de Stomoxys calcitrans, diptere
cosmopolite, des populations du Gabon et du sud de la France
ont été étudiées en ulilisant des marqueurs AFLP (amplified
fragment length polymorphism). le Gabon est caractérisé par une
forét équatoriale, correspondant & un paysage fermé, alors que la
zone d'étude dans le sud de la France correspond & un paysage
largement ouvert. La diversité génétique entre les populations du
Gabon et de France n'a pas montré de différence significative

[P > 0,05). Contrairement & notre affente, cette étude a montré
une différenciation généfique modérée entre les deux pays

[Fst = 0.0979) et une structuration génélique faible au sein des
populations du Gabon et de France (Fst = 0.0291 et 0.0275
respectivement]. Ces résultats semblent indiquer la capacité des
populations de S. calcitrans & maintenir un flux de genes élevé,
en dépit de la distance géographique et de l'isolement.

MOTS CLES : Stomoxys calcitrans, généfique des populations, paysage,
écologie, AFLP.

lation structuring, including in insects (Keyghobadi et
al., 1999; Hunter, 2002).

Our team is presently working on stable fly popula-
tions. Stable fly, Stomoxys calcitrans (1) (Diptera, Musci-
dae), is a cosmopolitan insect that usually lives in close
association with large domestic mammals and human
beings (Zumpt, 1973). Both sexes are hematophagous.
Their economic impact has been well established
(Campbell er al., 1987). These flies cause important
economic losses in the cattle breeding, by their direct
pathogenic effects (blood predation, irritation of the
animals, reduction in immunizing defences, reduction
in the production of milk...) and by their role in the
transmission of certain pathogenic agents (Campbell et
al., 2001; D’Amico et al., 1996). S. calcitrans histori-
cally has been a pest of livestock in confined opera-
tions but seldom of animals on pastures (Broce et al.,
2005). These flies are found essentially in rural areas
near stables, slaughter houses, cattle markets and the
rubbish dumps, locations related mainly to the pre-
sence of fermenting organic material (Batista et al.,
2005; Eesa & El-Sibae, 1993).

Describing insect diversity and ecology is important to
understand their present distribution and can provide
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important information for effective management stra-
tegies. The purpose of our work is to evaluate the
impact of landscape on population’s structure and
genetic diversity of this cosmopolitan species. We have
had the opportunity to study populations from Gabon
and from France. Gabon, in Africa, is characterised by
an equatorial forested landscape. Contrary to Gabon,
the Larzac area, located in southern France is charac-
terized by a mediterranean karstic plateau and defo-
rested landscape (Plagnes & Bakalowicz, 2001). Popu-
lations of S. calcitrans are present in both environments.
Our hypothesis was that the equatorial forest in Gabon
makes physical barriers between populations of flies
living around isolated and distant villages.

The most commonly used molecular tools for land-
scape genetic studies are neutral hypervariable markers
(amplified fragment length polymorphisms and micro-
satellites) (Storfer et al., 2007). To conduct this study
we choose to use the amplified fragment length poly-
morphism (AFLP) (Vos et al., 1995). AFLP was selected
over other techniques because it has been demons-
trated to be a powerful method for the characteriza-
tion of intraspecific polymorphism among populations
(Krauss, 2000). This method is relatively inexpensive,
requires no initial time investment associated with pri-
mer design and has the advantage of sampling varia-
tion throughout the entire genome (Bensch & Akesson,
2005; Mendelson & Shaw, 2005).

MATERIALS AND METHODS

STUDY SITES AND SAMPLE COLLECTION

Gabon from four sites close to the following towns:

Makokou, Libreville, Mouilla and Nzadié, and in
France from three sites in Larzac area (Le Caylar, Luc
and other small villages grouped together). Vavoua
traps (Laveissiere & Grébaut, 1990) were used for cap-
tures. Trapped flies were put into freezer to kill them.
Then they were preserved in 95° ethanol and identi-
fied in the laboratory according to Zumpt (1973).

S amples of Stomoxys calcitrans were collected in

DNA EXTRACTION AND AFLP PROTOCOL

S. calcitrans were crushed with tungsten microballs
and their DNA extracted using the DNeasy tissue Kit
(QIAGEN).

AFLP analysis was performed essentially as described
by Vos et al. (1995), using AFLP Core Reagent Kits
(Invitrogen Life Technologies). The DNA of each sam-
ple was digested with the restriction enzymes Msel and
EcoRI, 1.25 U each in a volume of 12.5 pl containing
reaction buffer at 37 °C for 2 h, followed by a final step
of 70°C for 15 min. 12 pl of adapter/ligation solution
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containing EcoR I/Mse1 adapters, 0.5 pl of T, DNA ligase
were added to the digest DNA. The solution was incu-
bated at 20 °C for 2 h. Following ligation, a first ampli-
fication was carried out with primers containing one
selective nucleotide (cytosine and adenine for Msel and
EcoRI primers, respectively), 20 pl pre-amp primer mix,
2.5 pl 10 x PCR buffer plus Mg and 0.5 pl Taq poly-
merase were added in a total volume of 25.5 pl. PCR
was performed for 20 cycles, which consisted of 30 s
at 94°C, 1 min at 56°C and 1 min at 72°C in a PTC-
100™ MJ Research Peltier thermocycler. The PCR pro-
ducts were diluted 10-fold with TE buffer. The second
amplification was carried out with the selective primer
pair: fluorescent-labelled EcoREGAGTGCGTACCATTC-
GAC and unlabelled Msel: GATGAGTCCTGAGTAACTC
(selective bases are in bold letters). The PCR mixture
consisted of 5 pl of diluted preamplified DNA, 2 pl of
10 x PCR Buffer plus Mg, 0.8 pl of 20 mM dNTP mix,
0.2 pl of 10 uM/ml EcoRI primer, 0.2 pl of 10 pM/ml
Msel primer and 0.1 pl Taq polymerase (5U/pD in a
total volume of 20 pl. The thermocycler program consis-
ted of two segments. The first segment comprised
12 cycles with the annealing temperature decreased
from 65 °C by 0.7 °C in each cycle: 30 s at 94°C, 30 s
at 65°C to 57.3°C and 1 min at 72 °C. The second seg-
ment consisted of 23 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at
56 °C and 1 min at 72 °C.

For automated fragment analysis, 1.5 pl of selective PCR
products were pooled on 15 pl of deionized formamide
and 0.2 pl of Genescan-500Rox, an internal size stan-
dard (Applied Biosystems) and run on an ABI 3130
sequencer. Fragments were sized using GeneMapper®
Software v.3.7 (Applied Biosystems). Bands used in sco-
ring ranged in size from 100 to 500 bp. AFLP products
were scored visually as discrete character states (pre-
sent/absent).

POPULATION GENETIC ANALYSIS

Gene diversity was calculated after the estimation of
allelic frequencies at each locus using a Bayesian method
with nonuniform prior distribution of allele frequen-
cies (Zhivotovsky, 1999) and assuming Hardy-Weinberg
equilibrium implemented in the program AFLP-SURV
(Vekemans et al., 2002) with a predefined value of
Fis = 0. The frequency of the null allele at each locus
is computed from two numbers, the sample size and
the number of individuals in the sample that lack the
AFLP fragment. This method has been shown to gene-
rate nearly unbiased estimates of null allele frequen-
cies in dominant marker systems (Zhivotovsky, 1999).
After estimating allele frequencies, statistics of gene
diversity and population genetic structure were com-
puted according to Lynch & Milligan (1994). For each
population, we calculated the number (NPL) and pro-
portion (PLP) of polymorphic loci at 5 % level and
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expected heterozygosity under Hardy-Weinberg pro-
portions (Hj) (also called Nei’s gene diversity).
Additionally, AFLP-SURV uses the Lynch and Milligan
(1994) method to assess the total population genetic
structure by estimating total gene diversity (Ht), ave-
rage gene diversity within populations (Hw) (analo-
gous to Hs), average gene diversity between popula-
tions (Hb) (analogous to Nei’s Dst), and finally Wright's
Fst (Fst computed as Hb/Ht). These estimates were used,
in turn, to calculate the average number of individuals
that migrate to each population per generation by using
the formula Nm = (1-Fst)/4Fst (Wright, 1951).

Nei’s genetic distance was estimated after Lynch & Mil-
ligan (1994) and Pairwise Fst between populations was
also calculated to assess genetic differentiation (signi-
ficance assessed by 1,000 permutations).

RESULTS

total of 114 S. calcitrans were analysed, inclu-
Ading 88 individuals from four Gabonese popu-

lations and 26 from three French populations.
The two AFLP primers combinations yielded a total of
322 unambiguously scorable bands for the Gabonese
populations and 216 for the French populations.
The proportion of polymorphic loci (PLP) ranged from
50 to 59.3 % for Gabonese populations and from 50.9
to 54.6 % in French populations. The expected hetero-
zygosity (Hj) in Gabonese and French populations varies
from 0.1408 to 0.1817 and from 0.1746 to 0.1988 res-
pectively (Table D. The genetic diversity between Gabon
and France did not differ significantly (Mann-Whitney
U-test: PLP, P = 0.6286 and Hj, P = 0.1143) (Table D).
Total gene diversity (Ht) and mean within population
gene diversity (Hw) were higher for French than for
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Gabonese populations (Ht = 0.1922 and 0.1610 (P =
0.0238) and Hw = 0.1869 and 0.1563 (P = 0.0238) res-
pectively) (Table II). Average gene diversity among
populations (Hb) was higher for Gabonese populations
(Table 1D).

The smallest Nei’s genetic distance value was obtained
between the populations from Makokou and Libreville
(0.0024). The largest distance was obtained between
Mouilla and Nzadié (0.0077) (Table ID).

A moderate level of genetic differentiation was found
when all populations were compared (Fst = 0.0727).
Pairwise Fst between populations ranged from 0.0139
(between Makokou and Libreville) to 0.0409 (Mouilla
and Nzadié). The Fst value among French populations
did not differ significantly than that among Gabonese
populations (P = 0.7143) (Table 1D. However, Fst values
between Gabonese and French populations (Fst =
0.0979) was significantly greater from those within
populations (P < 0.0001).

Gene flow (Nm) value recorded within French popu-

Polymorphic
Sample loci
Populations size (percentage) Hj

Gabon

Makokou (Mk) 28 180 (55.9) 0.1565
Libreville (Lib) 19 161 (50) 0.1460
Nzadie (Nz) 19 191 (59.3) 0.1817
Mouila (Mo) 22 168 (52.2) 0.1408
France

Le Caylar (Cay) 15 113 (50.9) 0.1746
Luc (Lu) 5 114 (52.8) 0.1988
Remainder (Re) 6 118 (54.0) 0.1872

Table I. — Statistics of gene diversity within populations of S. calci-
trans. Polymorphism expected heterozygosity (Hj) is calculated using
Lynch & Milligan (1994).

Nei’s genetic

Ht Hw Hb distance Fst Nm
Between Gabonese populations 0.0047 0.0291 8.34
MKk/Lib 0.1534 0.1513 0.0021 0.0024 0.0139 17.73
Mk/Nz 0.1752 0.1691 0.0061 0.0070 0.0346 4.72
Mk/Mo 0.1523 0.1487 0.0036 0.0040 0.0236 10.34
Lib/Nz 0.1691 0.1639 0.0052 0.0058 0.0304 7.97
Lib/Mo 0.1474 0.1435 0.0040 0.0045 0.0270 9.00
Mo/Nz 0.1683 0.1613 0.0070 0.0077 0.0409 5.86
Between French populations 0.0053 0.0275 8.84
Cay/Lu 0.1926 0.1867 0.0058 0.0048 0.0302 8.02
Cay/Re 0.1845 0.1810 0.0036 0.0029 0.0193 12.7
Lu/Re 0.1994 0.1930 0.0064 0.0056 0.0322 7.51
Between Gabon-France
0.1456 0.1312 0.0144 0.0166 0.0979 2.3

Table II. — Differentiation between S. calcitrans populations and genetic structure. Calculations performed with AFLP SURV 1.0 (Vekemans

et al., 2002).
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lations was similar to that found between Gabonese
populations (Mann-Whitney U-test: P = 0.904).

DISCUSSION

e have studied the genetic diversity of S. cal-
K k / citrans in two different landscapes: equato-

rial forest in Gabon and deforested open
field in France. According to our AFLP markers result,
genetic differentiation was not different between Gabon
and France. The Fst values (< 0.05) recorded within
Gabonese populations and within French populations
suggest a low level of genetic differentiation between
these stable fly populations. Moreover, Fst values bet-
ween Gabon and France (0.0979) indicate a moderate
genetic differentiation. Low Nei’s genetic distances
confirm the lack of differentiation between populations.
Furthermore, the values of Nm indicated high levels
of gene flow occurring between all populations, inde-
pendently of the scale.
Ecological evidence suggests that stable flies are stron-
gly vagile, dispersing far and wide (Eddy er al., 1962).
These flies have great flight capacities and certain stu-
dies (Bailey et al., 1979; Hogsette et al., 1987) men-
tion surprising displacement distances (several hundred
kilometers), in search of a blood meal.
A PCR-RFLP analysis carried out by Szalanski et al.
(1996) on S. calcitrans populations from Nebraska,
Canada and Texas shows the same low differentiation.
They recorded Nei genetic distances ranging from
0.000 to 0.0067. The number of migrants and Fst bet-
ween Canadian and Kerrville (Texas) populations were
respectively 3.48 individuals per generation and 0.067.
Moreover, using microsatellite markers, Gilles et al.
(2007) reveal large levels of gene flow on La Réunion
Island for S. calcitrans (Fst = 0.02) despite the natural
geographic barriers. As well, he demonstrated no gene-
tic structuration for S. niger populations on this island
(Fst = 0).
Recently, Marquez et al. (2007) studied the phylogeo-
graphy of stable fly using mitochondrial COI and r168S,
shows that countrywide pairwise estimates of genetic
differentiation (Gst) varied from 0.08 (Kenya and Ivory
Coast) to 0.71 (United Kingdom and Brazil) and that
differentiation among six Nearctic populations was about
0.09. They also found that nucleotide diversities obser-
ved within and among regions were similar. Mito-
chondrial variation noted by Marquez et al. (2007) indi-
cates greater indices of genetic differentiation than
microsatellites record by Gilles et al. (2007) and even
than our AFLP results. This corroborates Krafsur et al.
(2005) results, which prove a greater mitochondrial dif-
ferentiation than microsatellites in the house fly. So,
the degree of population structuring in stable flies can
be compared with that reported in other invasive,
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colonizing muscoid fly species. Comparing studies
made by Cummings & Krafsur (2005) on house fly,
Cummings et al. (2005) on face fly and Marquez ef al.
(2007) on stable fly, a substantial differentiation degree
of population stucturation has been shown using mito-
chondrial markers. However, studies on gene diversity
at polymorphic loci for muscoid diptera in North Ame-
rica show less genetic diversity in S. calcitrans than
Musca domestica, M. automnalis and Heamatobia irri-
tans (He = 0.182, 0.367, 0.305 and 0.328 respectively)
(Krafsur, 1993). These speculations are explained by
the fact that the mitochondrial genome has a set of cha-
racteristics (uniparentally inherited, homoplasic and non
recombining) which makes it more sensitive to demo-
graphic phenomena than the nuclear genome (Avise,
2004). Moreover, as dominant marker, AFLP compli-
cates heterozygosity analysis (Blears et al., 1998).

Finally, for S. calcitrans the different landscapes obser-
ved in Gabon and in southern France do not show any
influence on the genetic differentiation of populations,
using AFLP markers. Further study on this topic should
combine both mitochondrial and nuclear markers.
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RESUME

Contribution a la phylogénie du genre Stomoxys (Diptera, Muscidae) et a la phylogéographie de
Stomoxys calcitrans (L. 1758)

Le genre Stomoxys comprend 18 espéces reconnues (Zumpt, 1973), dont seule Stomoxys
calcitrans est devenue cosmopolite. L’analyse phylogénétique montre la paraphylie du genre
Stomoxys, due a [I’inclusion de Prostomoxys saegerae dans le groupe. Les constructions
phylogénétiques présentent trois clades distincts, qui correspondent bien a la biogéographie.
L’émergence basale de S. indicus suggére une origine Orientale du genre Stomoxys vers la fin de
I’Oligocéne. La divergence moléculaire, estimée a 16.3 millions d’années, entre S. niger niger et S.
niger bilineatus propose 1’élévation de ces deux sous-espéces au rang d’espéces.

L’étude phylogéographique de S. calcitrans montre la présence d’une lignée Orientale bien
différenciée du reste. Les indices de diversité présument |’existence de deux zones de refuge. La
premiére zone serait orientale, dont la recolonisation est limitée. La deuxiéme zone est probablement
africaine, et a permis la recolonisation des autres régions. Le temps d’expansion de S. calcitrans est
vraisemblablement li¢ au processus de domestication et/ou a la derniére période de glaciation.

DISCIPLINE (CNU) : Biologie des Populations et Ecologie
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Contribution to the phylogeny of Stomoxys (Diptera: Muscidae) and to the phylogeography of
Stomoxys calcitrans (L. 1758)

The Stomoxys genus includes 18 recognized species (Zumpt, 1973), only Stomoxys calcitrans
became cosmopolitan. The phylogenetic analysis shows the Stomoxys paraphyly, due to the inclusion
of Prostomoxys saegerae in the group. Phylogenetic constructions present three distinct clades, which
correspond to the biogeography. The basal emergence of S. indicus suggests an Oriental origin of the
Stomoxys genus, around the end of the Oligocene. The molecular divergence, estimated at 16.3 million
years, between S. niger niger and S. niger bilineatus proposes the rise of these two subspecies to the
rank of species.

S. calcitrans phylogeographic study shows the presence of an Oriental lineage differentiated
from the remainder. The diversity indices suppose the existence of two refugia. The first one would be
in the Oriental region, with restricted recolonisation. The second one is probably African, and allowed
the recolonisation of the other regions. The time expansion of S. calcitrans is probably related to the
process of domestication and/or to the last glaciation period.
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