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Préambule

Dans le cadre de mon stage de fin d’études, j’ai travaillé au sein de 1’Unité de Parasitologie
et Entomologie (UPE) de I’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA). Cette unité
appartient a I’Unité Mixte de Recherche Vecteurs — Infections Tropicales et Méditerranéennes
(UMR VITROME) et, est localisée au sein de I’Institut Hospitalo-Universitaire (IHU) - Médi-
terranée Infection a Marseille. Les travaux de recherches réalisés par ’IRBA ont pour objectifs
de protéger et prévenir les militaires francais des menaces et des contraintes particuliéres in-
duites par le contexte opérationnel dans lequel ils évoluent mais aussi, d’améliorer la prise en
charge et le traitement des maladies et des blesses. Les programmes de recherche sont organisés
autour de quatre pdles de compétence qui sont (i) les risques biologiques (naturels et provo-
ques), (ii) les risques nucléaires radiologiques chimiques, (iii) la recherche médicale opération-
nelle et les (iv) facteurs humains. L’unité UPE travaille uniquement sur le risque biologique
naturel, notamment sur les maladies vectorielles (i.e. pathogénes transmis par les insectes)!. J’ai
travaillé auprés de Monsieur Albin Fontaine, chercheur contractuel civil a ’'IRBA, qui s’inté-
resse aux interactions entre les moustiques et les pathogeénes qu’ils transmettent et aux facteurs

génétiques qui sous-tendent des caractéres ayant une importance en entomologie médicale.



l. Contexte

L’émergence de virus transmis par les moustiques : un risque pour I’Eu-

rope

Les virus ayant un cycle de transmission qui implique un hote vertébré et un arthropode
sont appelés arbovirus, en référence a I’appellation anglaise « arthropod-borne viruses»?2. Tous
les arbovirus ont des cycles de transmission enzootique faisant intervenir des hotes vertébrés
non-humains et des arthropodes, appelés vecteurs 3. Plusieurs de ces virus, notamment ceux
transmis par les moustiques, ont quitté les foréts primaires ou ils circulaient entre les primates
non-humains et les moustiques arboricoles pour étre maintenus dans des cycles de transmission
impliquant uniquement I’homme et des moustiques adaptés a I’environnement urbain. Ce fran-
chissement de barriére d’espéces est en partie lié a la modification des habitats naturels par
I’homme, qui a conduit a la raréfaction des hotes vertébrés non-humains et a I’augmentation

des contacts entre les hommes et la faune sauvage *.
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Figure 1: Cycles de transmission des arbovirus

(A) Le cycle sauvage, enzootique ou sylvatique entre le vecteur et ’animal dans lequel
I’homme représente un héte accidentel ; (B) le cycle urbain ou le virus circule entre le vec-
teur et ’homme.

Ce cycle est a I’origine d’épidémies dans les zones 4 forte densité de population .

Avec ’essor de la mondialisation, des échanges commerciaux intercontinentaux et du
transport de passagers par la voie des airs, le risque d’émergence de pathogénes en Europe n’a
jamais été aussi grand. Plusieurs arbovirus ont récemment émergé dans les territoires francais

d’outre-mer que ce soit dans les Antilles, I’Océan Indien ou en Océanie °. Chaque année, des



milliers de voyageurs transitent entre ces régions tropicales et la France métropolitaine. Les
périodes d’incubation des arbovirus, c’est a dire le temps qui sépare la piqure d’insecte infec-
tante de la déclaration des symptdmes de la maladie, sont largement inférieures aux durées de
transports intercontinentaux de passagers °. De plus, certains arbovirus peuvent engendrer des
infections asymptomatiques qui peuvent contribuer & la transmission par les vecteurs /. Des
personnes infectées et infectantes, qui n’ont pas encore développées de symptémes ou ne les
développeront jamais, sont donc a risque lors de leur entrée sur le territoire Européen. L’Europe
héberge sur son territoire de nombreuses especes de moustiques potentiellement capables de
transmettre ces pathogénes 8. Elle a de plus, été envahie par une espéce de moustiques, nommée
Aedes albopictus, qui a été impliquée dans la transmission d’épidémies majeures d’arbovirus en
région tropicale et est reconnue comme étant une des deux especes de moustiques les plus im-
portantes au monde en termes de santé publique avec Aedes aegypti °. De nombreux cas de
transmissions d’arbovirus autochtones en France et dans d’autres pays frontaliers 1° 11 1213 tous
transmis par des populations locales d’Ae. albopictus, soulignent le haut niveau de risque

d’émergence d’arbovirus en Europe.

Les arbovirus transmis dans un cycle homme — virus — homme.

Quatre espéces de virus appartenant a deux genres différents peuvent actuellement circuler
dans un cycle de transmission impliquant uniquement I’homme et des moustiques vecteurs : le
virus de la fievre jaune (genre : Flavivirus, famille : Flaviviridae), le virus de la dengue (genre
: Flavivirus, famille : Flaviviridae), le virus Chikungunya (genre : Alphavirus, famille : Toga-

viridae) et le virus Zika (genre : Flavivirus, famille : Flaviviridae).

Le virus de la fiévre jaune.

Le virus de la fievre jaune a vraisemblablement pour origine le continent Africain ou il
circule dans des cycles forestiers et urbains. Le virus a été importé en Amérique du Sud lors de
la colonisation du continent par les Européens et pendant le commerce triangulaire. Il circule
sur les deux continents sous 7 génotypes *. Pour des raisons qui n’ont pas encore été expliquées,
le virus de la fievre jaune ne s’est pas implanté en Asie.

La fievre jaune était un probléeme majeur de santé publique dans les zones tropicales du
17éme au 19éme siécle. Elle a méme touche 1’Europe ou elle a été importée par les navires
marchands et certainement transmise localement par des populations d’Aedes aegypti arrivées

par bateaux (Figure 2). L’histoire de la construction du canal de Panama en Amérique du Sud
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illustre bien I’importance de cette maladie en ces temps-la. En 1881, les Francais commencent
la construction du canal aprés plusieurs tentatives réalisées par les colons espagnols. Sur les
dizaines de milliers de travailleurs qui construisent le canal francais, plus de 85% sont hospita-
lisés et 22000 meurent principalement de la fievre jaune. Aprés deux décennies de travail
acharné, le projet du canal a pris fin en 1889. La maladie ayant paralysé 1’effort de construction
francais. Les Etats-Unis ont finalement réussi en partie grace au Colonel William C. Gorgas qui
a mis en ceuvre des mesures sanitaires pour endiguer la transmission de la fiévre jaune par le
moustique Aedes aegypti *°. La fiévre jaune est I’'une des deux maladies vectorielles virales
mortelles avec la dengue. Cependant, c’est le seul virus parmi les 4 pour lequel on dispose d’un
vaccin efficace. Malgré cela, le virus de la fievre jaune a émergé récemment dans certains pays
comme 1’Angolal®, le Brésil'” et risque d’émerger en Europe du fait d’une faible couverture
vaccinale, les difficultés d’approvisionnement en doses vaccinales et la présence de vecteur.

Une épidémie majeure de fievre jaune a eu lieu en Angola en 2016, la plus grande enregistrée
depuis 30 ans.
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Figure 2: Plaque commémorative photographiée sur la digue des iles du Frioul en face de la
ville de Marseille montrant I’existence de la fiévre jaune en Europe en 1820.

Le virus de la dengue.

L’origine Africaine ou Asiatique du virus de la dengue est controversée. Le virus, qui

circule sous forme de 4 sérotypes, est maintenant présent sur I’ensemble du globe. La dengue



peut causer des formes dites sévéres, potentiellement mortelles. La dengue a pose de gros pro-
bléemes de santé pendant la guerre du pacifique et notamment chez les militaires américains
stationnés aux Philippines. La dengue est endémique dans plus de 100 pays situés dans les zones
tropicales du monde entier. En 2008, 1,2 millions de cas ont été rapportés dans le monde 28,
L’ile de la Réunion fut derniérement touchée par une importante épidémie de dengue (2018-
2019) 1°. Des cas autochtones de dengue, transmis par Aedes albopictus, ont eu lieu en France

métropolitaine et en Europe 2.

Le virus du Chikungunya.

Chikungunya veut dire « maladie de I’homme courbé » en langage makondée (langue de
I’ Afrique de I’Est), en référence aux symptdmes qui touchent les articulations 2. En 2005, une
épidémie majeure s’est répandue sur 1’le de la Réunion ou pres de 300 000 personnes avaient
été contaminees sur prées de 700 000 habitants. Puis, en 2007 une épidémie est apparue en ltalie
(Région d’Emilia-Romagna) touchant trois cents personnes. En 2010, deux cas de chikungunya
ont été recenses dans le sud de la France. Aedes albopictus était dans les 3 cas le vecteur incri-
miné??. Enfin, les Antillais ont fait face & une grosse épidémie entre 2013 et 2015 vectorisée
cette fois par Aedes aegypti. Le virus du Chikungunya est un exemple de la rapidité a laquelle
ces virus a ARN peuvent s’adapter a de nouveaux environnements. Lors de I’épidémie de la
Réunion, le suivi virologique des patients réunionnais a permis de mettre en évidence la sélec-
tion d’une mutation A226V dans la protéine d’enveloppe au cours de 1’épidémie. Cette muta-
tion confére une ineffectivité supérieure des souches E1-226V au moustique tigre par rapport a
celle observée pour les souches sauvages E1-226A de virus, suggérant que 1’évolution géné-
tique du virus aurait contribué a son adaptation au moustique vecteur réunionnais : Ae. Albopic-

tus 2.

Le virus Zika.

Le virus Zika est le dernier virus a avoir émergé dans un cycle de transmission impli-
quant uniquement I’homme et les moustiques. Il tire son nom de la forét de Zika en Ouganda
ou il a été identifié pour la premiere fois en 1947. C'est par ailleurs le seul arbovirus pour lequel
une transmission sexuelle a été mise en évidence 2*. D'abord responsable d’épidémies a petite
échelle dans certaines régions tropicales d'Asie et d'Afrique, ce virus a cause plusieurs épidé-
mies de grandes ampleurs en 2007 sur les fles Yap en Micronésie %, en 2013 en Polynésie
francaise et en 2014 en Nouvelle Calédonie?. En 2015, il a provoqué une épidémie sur le con-
tinent américain . Les premiers cas furent détectés au Brésil, pays le plus touché avec plus de
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1,5 million de cas ?%. Aucun cas mortel ne fut recensé mais 1’infection chez la femme enceinte
a été associée a des risques de microcéphalie chez le nouveau-né 2°. L'Organisation mondiale

de la santé a classé le virus Zika comme « urgence de santé publique de portée internationale».

D’autres arbovirus émergents peuvent impacter la santé humaine, comme le virus West Nile
(Flavivirus, Flaviviridae) *, I’encéphalite Japonaise (Flavivirus, Flaviviridae) 3! ou la fiévre
de la Vallée du Rift (Phlebovirus, Bunyaviridae) 32. L’homme est considéré comme un cul-de
sac épidémiologique (hote accidentel) pour ces virus, il ne peut pas engendrer des concentra-
tions virales suffisantes pour infecter des moustiques et participer a un cycle de transmission

complet.

Les deux principales espéces vectrices d’arbovirus impliquées dans des cycles de trans-
mission urbains sont des espéces de moustiques du genre Aedes: Aedes aegypti et Aedes al-

bopictus.

Le cycle biologique des moustiques vecteurs du genre Aedes

Le cycle biologique des moustiques du genre Aedes se caractérise par une phase aquatique

suivie d’une phase aérienne (Figure 3).
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Figure 3: Les différents stades de développement d’un moustique du genre Aedes

(Source : site internet de 1’établissement interdépartemental pour la démoustication du Littoral
Atlantique).



La phase aquatique qui suit immédiatement 1’éclosion des ceufs immergés est constituée
de 4 stades larvaires et d’un stade nymphal. L’ensemble des stades aquatiques respire a la sur-
face de I’eau par I’intermédiaire d un siphon ou de trompettes respiratoires (pour les nymphes)
mais seules les larves se nourrissent de matiéres organiques contenues dans 1’eau 2. La durée de
la phase aquatique du cycle dépend de la température, elle dure environ 7 jours a 28°C. Les
moustiques adultes, dit imagos, émergent des nymphes.® Le genre male et femelle est difficile
a distinguer sur les formes aquatiques mais facilement reconnaissable sur les imagos ou les
males se distinguent par une taille plus petite que celle des femelles et une paire de palpes

plumeuses (Figure 4 34).

Figure 4: Représentation d’Aedes femelle et male

Les males et les femelles se nourrissent de sucs végétaux. Néanmoins, ce sont uniquement
les femelles qui se gorgent de sang et qui jouent donc le réle de vecteur pathogene. Apreés I'ac-
couplement, les femelles stockent les spermatozoides dans leur spermatheéque pour toute leur
vie. Ce sont les repas sanguins qui apportent les substances nutritives indispensables a la matu-
ration des ovaires. Apres la période d'ovogénese qui dure environ 3 jours, les femelles pondent
leurs ceufs sur des surfaces séches immersives (se situant a quelques millimétres au-dessus d'une
eau stagnante). Ces ceufs fécondés et pondus résistent a la dessiccation et poursuivent leur em-
bryogénése pendant environ 3 jours. Arrivés a maturité, ils éclosent en libérant des larves de

stade 1 qui vont se développer jusqu’au stade de nymphe en milieu aquatique >°.

Le moustique tigre Aedes albopictus : un vecteur d’importance médicale

majeure

Aedes albopictus est un moustique originaire d’Asie, il est présent dans des régions a la fois
subtropicale et tempérée. Ce moustique a envahi le monde grace au commerce de pneu usagé,

ce qui lui a permis d’atteindre le top 100 des espéces les plus invasives au monde .



Communément appelée « Moustique tigre », Aedes albopictus tire son nom des rayures qu'il
a sur les pattes, une caractéristique qu’il partage avec bien d’autres moustiques en realité. Par
ailleurs, il arbore une ligne blanche tout le long de son thorax noir, ce qui permet de le distinguer

facilement d’Ae. aegypti, I’autre vecteur principal d’arbovirus (Figure 5) 3.

Florida Medical Entomology Laboratory
©1999 UNIVERSITY OF FLORIDA

Figure 5: Photographie d’Aedes aegypti a gauche et Aedes albopictus a droite

Aedes albopictus a une aire de répartition plus large qu’Aedes aegypti car il a la capacité
de s’implanter dans les zones tempérées (alors que Ae. aegypti est seulement présent dans les
zones tropicales).®” En plus de constituer une nuisance, cette espéce de moustique est vectrice
de nombreux arbovirus et représente donc un danger de santé publique. La grande capacité
d’adaptation de ce moustique, qui lui a permis de s’étendre sur le globe, est en partie due a sa
capacité a résister aux conditions environnementales non favorables de I’hiver dans les zones
tempérées, par I’intermédiaire de la diapause. Il est a noter que le génome d’Ae. albopictus a
été séquencé en 2015 . Avec 1,967 Mb (presque 2 milliards de paires de bases) il est le plus
gros génome de moustique séquencé jusqu’a présent. Cependant, la présence de nombreuses
séquences réepétees complique 1’assemblage de ce génome (i.e. ¢’est-a-dire la reconstruction de

la séquence linéaire de I’ADN en 3 chromosomes).



La diapause : une adaptation au climat tempéré

La diapause consiste en un arrét temporaire du développement d’un organisme en réponse
anticipée a un changement d’environnement non favorable. Pendant la diapause, un organisme
diminue l'intensité de ses activités métaboliques pour les reprendre lorsque les conditions de
vie redeviennent favorables. Dans la famille des Culicidae la diapause peut avoir lieu a chaque
étape du cycle de vie des moustiques : stade ceuf, stade larvaire ou adulte. L’espéce de mous-
tiqgue Wyeomya smithii passe les hivers sous forme larvaire dans les urnes foliaires de plantes
carnivores nommées Sarracénies 3 alors que Culex pipiens diapause au stade adulte *°. Con-
cernant Ae. albopictus, la diapause a lieu au stade embryonnaire dans I’ ceuf.

La diapause est initiée principalement par la réduction de la longueur du jour (photopériode)
en automne et la diminution des températures en prévision d’un hiver froid. Elle est ensuite
levée lorsque les jours rallongent et que la température est suffisante. L’insecte passe donc 1’hi-
ver sans avoir besoin de se nourrir et reprend son activité quand la mauvaise saison est défini-
tivement terminée. Les différentes étapes de ’initiation de la diapause chez Ae. albopictus sont

décrite ci-dessous (Figure 6).
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Figure 6: Les étapes de 1’induction de la diapause chez le moustique tigre Aedes albopictus.
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1- L’exposition des larves, nymphes ou adultes a de courtes photopériode (jours courts et
nuits longues) et une baisse de la température initient la préparation a la diapause de I’embryon
dans I’ceuf. 2- L’expression de génes spécifiques chez la femelle va enclencher la diapause au
niveau de I’embryon complétement développé (larve pharate) a I’intérieur de 1’ceuf qui ne réa-

gira pas au stimulus d’éclosion avant la fin de la diapause. (Adapté de Diniz et al, 2017) °.

......

pacité a survivre en absence d’eau durant plusieurs jours), sont des facteurs qui ont permis a
Aedes albopictus de se propager rapidement a travers le monde et de coloniser des territoires
au climat tempére.

Par définition, la diapause est un phénomeéne qui est déterminé génétiquement “°. Plusieurs
indices permettent d’étayer cette assertion :

- Lacapacité d’initier la diapause n’est observée que sur des populations d’Ae. albopictus
en zones tempérées et non chez les populations tropicales .

- L’expansion d’Ae. albopictus en Floride en provenance de régions plus tempérées des
Etats Unis a été associée avec une perte graduelle de la diapause de sorte que I’incidence
de la diapause est positivement corrélée a la latitude dans le Sud des Etats-Unis #? . Ceci
suggére que ’initiation de la diapause peut évoluer sous des contraintes de pressions de
sélection.

- Lors de ses travaux de thése de science en 1989, qui sont précurseurs a notre projet,
Charles Boaten Pumpuny a réussi a sélectionner une lignée d’Ae. albopictus non-dia-
pausante & partir d’une lignée pouvant initier la diapause en seulement 5 générations 3.

Une réponse a la sélection traduit une base génétique pour un caractere.

Des travaux antérieurs, principalement basés sur des comparaisons d’expressions de génes
(transcriptomic, RNAseq) a différents stades de vie du moustique, dans differentes conditions
d’initiation de la diapause, ont permis d’identifier plusieurs genes différentiellement exprimés
lors de Iinitiation de la diapause * > %6, Ces génes sont impliqués dans plusieurs fonctions
cellulaires qui vont préparer les embryons a résister au stress environnemental. Cependant, les
facteurs genétiques responsables de I’initiation de la diapause, c’est & dire qui enclenchent la
transcription différentielle des genes cités ci-dessus, n’ont encore jamais été determinés chez
Ae. albopictus. A notre connaissance, le seul facteur génétique responsable de 1’initiation de la

diapause qui a été décrit est DH-PBAN, chez le ver a soie Bombyx mori (Xu, 1998) #'. Ce
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facteur génétique est un neuropeptide activant la biosynthése de I’hormone de dormance nom-
mée la DH-PBAN (Diapause Hormone-Pheromone Biosynthesis Activating Neuropeptide). Il

existe un orthologue de ce neuropeptide chez les moustiques du genre Aedes.

La transmission des caracteres héréditaires

Génomes et diversité du vivant

La planéte Terre abrite une grande diversité d’organismes vivants. Il est estimé que ~8.7
millions (£1.3 million) d’espéces eucaryotes peuplent la planéte Terre actuellement, dans les
mers et sur la terre *. Ces organismes vivants se sont adaptés au cours de leurs évolutions & des
conditions environnementales trés variables. Cette diversité du monde vivant est inscrite dans
les molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN) de ces organismes. Cette molécule, consti-
tuée de 4 bases nucléiques A-T-C-G (pour Adénine, Thymine, Cytosine et Guanine), est le
support de I’information génétique. L’information génétique va déterminer les processus déve-
loppementaux des espéces et leurs permettre de synthétiser les protéines nécessaires au fonc-
tionnement de leurs cellules. L’ensemble du code génétique d’un organisme eucaryote diploide,
appelé génome, est regroupé sur différentes paires de chromosomes et est transmis en totalité
(mitose) ou en partie (méiose, ie division cellulaire lors de la gamétogénese pour produire des
cellules haploides) aux cellules filles lorsque la cellule divise. Les moustiques sont des orga-
nismes diploides, ils disposent de 2 paires de chaque chromosome. Le génome des Aedes est
organisé en 3 paires de chromosomes. Les chromosomes d’une paire sont indistinguables mor-
phologiquement (=chromosomes homomorphiques). Un des chromosomes de la paire numéro
1 porte le locus déterminant le sexe, les males étant hétérozygotes a ce locus *° %,

L’évolution des génomes résulte d’un équilibre entre d’une part des processus génétiques
qui vont créer des modifications dans I’ADN, et d’autre part une pression de sélection sur les
produits des genes qui va contre sélectionner les mutations déléteres. Ainsi, du polymorphisme
génetique ségrége dans les populations d’organismes a travers les générations. On appelle locus
une position identique sur le génome de plusieurs individus. Un locus est dit polymorphique
lorsqu’il existe plusieurs variants, appelés alléles, au sein de la population. Plusieurs facteurs
peuvent engendrer de la variation génétique : un changement de nucléotides a un locus (SNP :
single nucleotide polymorphism), une délétion ou une insertion d’un ou plusieurs nucléotides,

ou bien encore une répétition de motif nucléotidique.
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Quelques définitions :

e Locus : Emplacement spécifique sur un génome.

e Alléles : Ensemble des variants possibles a un locus donné.

e (Geénotype : Combinaison d’all¢les pour un génome.

e Phénotype : Caractére(s) apparent(s) d’un individu. Le phénotype dépend de I’expression
des geénes et de I’environnement.

e Pour un locus donne, le symbole A/A décrit I’état homozygote pour 1’alléle A a ce locus.

Héredité et héritabilité
Le terme hérédité référe a la transmission d’un caractére phénotypique de parents a leurs
descendants. Au sens biologique du terme, les composants de I’hérédité peuvent étre séparés
(i) en un mode de transmission lié aux chromosomes et (ii) en un mode de transmission qui est

indépendant de I’information liée au génome nucléaire.

Hérédité liée aux chromosomes : [’hérédité mendélienne.

Le mode de transmission lié aux chromosomes, nomme héredité mendélienne, est la forme
la plus connue de transmission génétique dont les lois ont été découvertes et décrites par Gregor
Mendel au XIX® siécle. Cette hérédité est régie par plusieurs lois dont (i) ’uniformité des hy-
brides issus de deux lignées homozygotes relativement a un caractere contrasté en premiere
génération (F1), (ii) la disjonction des alléles et (iii) I’indépendance de la transmission des ca-

ractéres (voir Encadreé 1).

Les alléles d’un méme gene peuvent s’influencer par une relation de dominance, de récessi-
vité voir méme de codominance. Si les deux alléles sont différents (hétérozygotes) et qu’un de
ces alléles est dominant, ¢’est lui qui sera exprimé, ¢’est-a-dire qu’on pourra observer ce carac-
tére chez I’individu. A I’inverse, un alléle récessif (non dominant) ne sera exprimé chez I’indi-
vidu que si ses deux parents lui ont transmis le méme alléle (homozygote). Par conséquent,
méme si un allele récessif est présent dans le génotype, il ne sera pas visible dans le phénotype
(ensemble des caracteres observables d’un individu) si ’autre exemplaire du géne est un allele
dominant. Dans le cas d’une relation de codominance, chez un individu qui porte deux alléles
différents d'un gene (génotype hétérozygote), les deux alleles s'expriment a la fois pour géneérer

un phénotype intermédiaire. Le phénotype présente donc les caractéristiques de chacun.
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====Encadré 1 : Les 3 lois de ’hérédité mendélienne

Premiére loi de Mendel : loi d’uniformité des hybrides de 1ere génération.

Si I’on croise deux lignées pures distinctes par un seul caractere, tous les descendants de la premicre géné-
ration, qui seront appelés des hybrides F1, sont identiques.

RAPPEL
Dominance: 1 des 2 alleles
est dominant tandis que
I'autre est récessif (A<b)
Codominance: les2 alleles

sont dominants en méme Dominance Codominance
temps (A<=>B) . I .
A>b an A=B vy
Hypothése:
- Parents issus de souches
pures A A A A
b | Ab | Ab ), B | AB| AB
bb b | Ab | Ab BB g | AB| AB
100% F1 . 100% F1"&%
Ab AB

A partir de lignées pures en situation de dominance et de codominance, Mendel obtient qu’un seul phéno-
type et donc un seul génotype, composé d’un allele provenant de la mere et d’un allele provenant du pére.

Deuxieme loi de Mendel : Loi de la pureté des gametes ou la disjonction des alléles.

Les gametes ne possedent qu'un seul alléle pour chacun des caracteres.

Troisieme loi de Mendel : indépendance de la transmission des caracteres.

La distribution des alléles parentaux a la descendance se fait de facon aléatoire. Lors de la méiose, la dis-
tribution des chromosomes homologues aboutit a la séparation des alléles et a leur répartition au hasard

dans les gameétes. Cette régle ne s’applique pas pour les loci que I’on dit liés, ¢’est-a-dire & proximité les
uns des autres sur un méme chromosome.

Dominance Codominance
Fl Fl Fl F1
e ®- & @ -
Ab Ab e
AB AB
A>b A b A B A=B

o)

:

F2:75%. 25% ()

(o)

B
Sy
F2: 25%. 50% \'@ 25% | )

A partir du croisement de lignées hybrides (F1) en situation de dominance, on obtient deux phénotypes
avec la proportion %, ¥ et en situation de codominance, on obtient 3 phénotypes ¥4 ¥4 Y.
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L ’hérédité non-mendélienne.

Par opposition, I’hérédité non-mendélienne designe les autres formes de transmission de ca-
racteres, notamment celles qui reposent sur les constituants du cytoplasme, comme les mito-
chondries qui sont transmises sur plusieurs générations via la mere seulement, ou la transmis-
sion des caractéres acquis par les parents qui n’est pas codée génétiqguement. L’effet transitoire
de la mere, ou le phénotype de la descendance est influencé par des caracteres acquis de la mere
et affecte uniquement la premiere génération, en est un exemple. Une autre forme d’hérédité
non-mendélienne est la transmission épigénétique qui affecte le phénotype de la descendance
par des modifications qui n'alterent pas la séquence de I'ADN mais sa structure. Des organismes
avec des génomes identiques peuvent ainsi avoir des phénotypes différents en fonction des mo-
difications de transcriptions de genes.

L héritabilité

L’héritabilité désigne I’estimation de la proportion de variance phénotypique attribuable
a la variance génétique dans une population. Comme un phénotype est susceptible d’étre in-
fluencé a la fois par les genes et ’environnement, 1’héritabilité est une mesure statistique qui
peut varier en fonction de I’environnement lorsqu’elle est mesurée sur des sujets identiques.
C’est une mesure statistique et quantitative, qui définit a un moment donné et sur une population
donnée la part respective des genes et de I'environnement, de I'inné et de I'acquis. Un trait peut
étre hérédité mais non héritable si aucune variance phénotypique n’est observée dans une po-
pulation pour un environnement donné. Par exemple, les étres humains ont 5 doigts a chaque
main. Ce phénotype est héréditaire et déterminé génétiquement. En revanche, il n’est pas héri-
table car il ne présente pas (ou peu) de variabilité dans une population. Dans nos conditions
d’initiation de diapause standardisées, la découverte d’une héritabilité élevée de 1’induction de
la diapause chez Ae. albopictus impliquerait que la variation génétique influence grandement
ce trait phénotypique, ce qui constitue un indice fort sur le potentiel d’évolution et de sélection
de ce caractére. Une absence d’héritabilité pour I’induction de la diapause ne traduirait pas
forcément un manque d’implication des génes de 1’organisme dans la détermination de ce ca-
ractére, mais simplement un manque de corrélation entre les variances phénotypiques et géno-

typiques dans notre population et un environnement donné.
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Objectif du projet

Ce projet vise a déterminer le mode d’hérédité de I’initiation de la diapause chez I’espéce de
moustique Aedes albopictus en se basant sur des plans de croisements entre deux lignées ayant
des phénotypes d’initiation de diapause contrastés. Nous déterminerons aussi 1’héritabilité de
ce caractéere dans nos conditions expérimentales.

Ces travaux sont indispensables pour identifier les plans de rétrocroisements qui permettront
de cartographier les loci (QTLs, Quantitative Trait Loci) associés a la variabilité de la diapause.
La détermination du mode d’hérédité pour I’induction de la diapause chez Ae. albopictus per-
mettra d’identifier les populations de cartographie (en Anglais : mapping populations) les plus
pertinentes pour la cartographie de QTL. Le but ici est d’identifier les plans de rétrocroisements
qui permettront d’avoir des phénotypes d’initiation de diapause contrastés. Les plans de rétro-
croisements (F2 backcrosses) seront privilégiés par rapport aux plans d’entrecroisement entre
fréres et sceurs (F2 intercrosses) a cause d’une particularité chez les Aedes qui complique la
création de cartes génétiques. En effet, le chromosome 1 qui porte le locus déterminant le sexe
ne recombine pas sur la majeure partie du chromosome %, ce qui conduit & des biais de ségré-
gations d’alléles sexe spécifique en population « F2 intercrosses » (les taux de recombinaisons
entre locus lors de la méiose différent entre les males et les femelles pour le chromosome 1).
Ces biais de ségrégations ne sont pas un probleme en plans de rétrocroisements car les recom-
binaisons entre loci ne sont mesurées que sur un seul sexe en fonction du croisement. De plus,
les plans de rétrocroisements engendrent uniquement 2 génotypes a chaque locus alors que les
plans d’entrecroisements engendrent 3 génotypes a chaque locus, ce qui peut engendrer de nom-
breuses combinaisons d’all¢les différentes entre individus (i.e. en considérant I’effet de 3 loci,
un rétrocroisement peut engendrer (2)° = 8 génotypes différents alors qu’un entrecroisement
peut en engendrer (3)3 = 27, ce qui complique I’étude des effets de combinaisons de loci (i.e.
épistasie)).

En considérant D I’allele diapause et N comme 1’alléle non-diapause, I’importance de la
détermination du mode d’hérédité pour ce caractére peut €tre illustré par I’exemple suivant. En
cas de transmission autosomique dominante (ie, la diapause est induite chez les individus por-
tant au moins un alléle diapause, soit N/D ou D/D) les plans de rétrocroisements (backcrosses)
qui produiront uniquement des individus homozygotes D/D ou hétérozygotes N/D seront a évi-
ter car I’ensemble des individus auront un phénotype diapausant. Inversement, en cas de trans-

mission autosomique récessive (ie, la diapause est induite que chez les individus homozygotes
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pour I’all¢le diapause D/D) les plans de rétrocroisements (backcrosses) qui produiront unique-
ment des individus homozygotes N/N ou hétérozygotes N/D seront a éviter car I’ensemble des
individus auront un phénotype non-diapausant.

L’estimation de I’héritabilité de I’initiation de la diapause chez Ae. albopictus dans nos con-
ditions expérimentales permettra d’évaluer nos chances de succes quant a l'identification des
loci (QTLs, Quantitative Trait Loci) responsables de la variabilité de ce caractere dans nos po-
pulations de cartographie.

1. Matériel et Méthode

Populations d’Aedes albopictus

Deux populations d’Aedes albopictus avec des phénotypes d’initiation de la diapause
contrastés ont été utilisées dans cette étude : une population provenant de France métropoli-
taine et une population de I’Ile de la Réunion dans 1’Océan Indien. La population de France
métropolitaine a la faculté d’initier la diapause alors que la population d’outre-mer ne peut
pas.

Les moustiques de France métropolitaine ont été collectés a la fois au stade ceuf en uti-
lisant des pieges pondoirs et au stade adulte par capture sur homme a trois différentes loca-
tions dans la ville de Marseille (5°™¢, 12°™ et 13°™ arrondissements) en juin 2018. Les mous-
tiques Ae. albopictus d’outre-mer ont été collectés en juin 2018 sous forme d’ceufs par picges
pondoirs dans 6 localités de I’Ile de la Réunion nommees : Sainte Marie Duparc, Saint André
centre-ville, Saint Paul, Le Port Riviére des Galets, Saint Leu Pointe des chateaux, Saint
Pierre Bois d’olive (Figure 7). Les moustiques de 1I’Tle de la Réunion ont été obtenu grace a la
collaboration de Jean-Sébastien DEHECQ (ARS-Réunion, Délégation Réunion, Lutte anti-

vectorielle).

16



Sainte Marie Duparc
e
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Figure 7: Lieu de collecte des moustiques Ae. albopictus non diapausants, fondateurs de la
lignée outre-mer a I’Ile de la Réunion.

Une génération F1 a été obtenue a partir des ceufs récupérés sur le terrain et les ceufs des
adultes capturés sur homme. Pour chaque population, les larves issues de 1’éclosion des ceufs
des différents sites de collectes ont été mélangées et les moustiques ont été ensuite maintenus
dans des conditions d’insectarium standardisées (28°C, 75 +5% d’humidité, 16:8 heures de
cycle jour : nuit) jusqu’a la 3*™ génération (F3) par accouplements aléatoires entre freres et
sceurs et pontes collectives. Les femelles de moustiques de chaque population ont été gorgées
avec du sang humain provenant de 1’Etablissement Francais du Sang (EFS), établissement avec
lequel I’'unité¢ UPE a une convention pour avoir acces a des poches de sangs issues de dons non-
conforme pour un usage thérapeutique (dons avortés avec un volume < 350 ml). Un systéme
de gorgement artificiel a été utilisé (Hemotek Ltd, Blackburn, UK) avec de I’intestin de porc
en guise de membrane, qui sépare le sang des moustiques. L’éclosion des ceufs a été stimulée
par immersion en eau osmoseée et les larves ont été ensuite élevées dans des bacs d’eau de
dimension 24 x 34 x 9 cm a une densité de 400 larves par bac. Un maximum de 800 moustiques
adultes males et femelles ont été maintenus dans des cages de 24 x 24 x 24 cm avec des parois
en toile de moustiquaire ayant un acces permanent a une solution de sucrose a 10%.

Pour chaque population, des accouplements entre couples de fréres et sceurs ont été ré-
alisés sur plusieurs générations a partir de la F3 pour diminuer la diversité génétique au sein de
chaque lignée. Le but étant de favoriser la fixation des alleles diapause et non-diapause dans les
deux lignées et d’augmenter le nombre de loci homozygotes au sein de chaque lignée avec des
alléles différents entre les lignées, une condition indispensable a la création de cartes génétiques
et a I’étude du mode d’hérédité mendélienne. Nous avons obtenu des générations consanguines

de 2°™ génération apres la génération F3 décrite précédemment pour la population de France
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métropolitaine, et des générations consanguines de 1% génération aprés la F3 pour la population

de France d’outre-mer (non-diapausante).

Conditions d’initiation de la diapause

Les moustiques ont été maintenus dans des armoires climatiques réglées pour reproduire des
conditions environnementales qui (i) n’engendrent pas d’initiation de la diapause (28°C,
75 £ 5% d’humidité, 16:8 heures de cycle jour : nuit) et des conditions environnementales qui
(ii) engendrent I’initiation de la diapause (22°C, 75 + 5% d’humidité, 8:16 heures de cycle jour
: nuit). La photopériode de 8h choisie pour initier la diapause est largement inférieure a la pho-
topériode requise pour induire 50% de diapause en condition de terrain ou de laboratoire 2. Les
femelles dont le statut d’initiation de la diapause était destiné a étre évaluée ont été placées dans

les conditions de diapause des le premier stade larvaire (stade aquatique).
Plans de croisements
Un total de 4 croisements réciprogues entre lignées parentales a été envisagé. Les plans
de croisement entre les lignées et les composants héréditaires associés a chacun de ces croise-

ments sont indiqués dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Plans de croisement entre les lignées et les composants héréditaires associés a
chacun de ces croisements.

. , . Chromosome
Croise- X 5 Geénome mi-
Meére Pére Autosomes . sexuel femelle
ment tochondrial
(pseudo-X)
Lignées parentales
Cross 1 Outre-mer | Outre- Outre-mer Outre-mer Outre-mer
mer
Cross 2 France France France métropoli- France met- | France métropoli-
métropoli- | métropol- | taine ropolitaine taine
taine itaine
Hybrides F1 réciproques
Cross 3 Outre-mer | France F1 (Outre-mer / Outre-mer F1 (Outre-mer /
métropol- | France métropoli- France métropoli-
itaine taine) taine)
Cross 4 France Outre- F1 (Outre-mer / France mé- F1 (Outre-mer /
métropoli- | mer France métropoli- tropolitaine France métropoli-
taine taine) taine)
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Il Lignée France métropolitaine (diapause)
[] Lignée Qutre mer (pas de diapause)

Figure 8: Plans de croisements entre les lignées schématisés

Détermination expérimentale du statut d’initiation de la diapause

Le statut d’initiation de la diapause a été déterminé a partir de la proportion d’ceufs en
diapause pour chaque femelle issue d’un croisement, élevée en condition d’initiation de dia-
pause. Les moustiques femelles provenant de chaque plan de croisement ont été gorgées avec
du sang humain apres accouplement et transférées dans des tubes Eppendorf de 2 mL avec un
papier de ponte a I’intérieur. Le papier de ponte a été immergé de moitié dans de I’eau osmosée
comme décrit par Gillet et al. 1955 *3. La présence d’ceufs sur les papiers de ponte a été inspec-
tée quotidiennement. Une fois que la ponte a été observée pour une femelle, ses ceufs ont été
immergés dans de 1’eau osmosée pendant 7 jours. Au bout de 7 jours, le nombre total d’ceufs
pondus, d’ceufs éclos et de larves a été répertorié pour chaque femelle provenant d’un plan de
croisement. L’opération a été répétée quotidiennement pendant 7 jours supplémentaires apres
une stimulation d’éclosion de 5 min sous chambre a vide (la désoxygénation de 1’eau par le
vide favorise 1I’éclosion des ceufs non diapausants) sur une partie des pontes pour s’assurer
qu’une période de 7 jours apres la ponte était appropriée pour la détermination de la diapause.
Ces étapes répétées de stimulation d’éclosion ont été conduites pour s’assurer que 1’éclosion
asynchrone des ceufs n’interfére pas avec la diapause. Le statut de diapause des ceufs n’a pas
changé lors de la mise en eau prolongé des ceufs échantillonnés. Au bout des 7 jours d’immer-
sion apres la ponte, les ceufs ont été séchés pendant 24h et examiné sous microscope pour véri-
fier la présence d’embryons. Les ceufs secs ont été immergés dans de I’hypochlorite de sodium
(eau de Javel) pendant 20 a 30 minutes pour décolorer les parois de I’ceuf et rendre visible sous
loupe binoculaire les embryons en stade de diapause. L’incidence de la diapause a été compta-

bilisée comme le rapport du nombre d’embryons sur le nombre d’ceufs total.
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Analyses statistiques et représentations graphiques

L’ensemble des analyses a été conduite dans I’environnement statistique et graphique R,
Les représentations graphiques ont été réalisées avec le package ggplot2 > . La création d’arbres
généalogiques et de matrices de liens de parentés a été réalisée avec le package kinship2 6. Des
modeles de régressions logistiques mixtes ont été utilisés pour évaluer I’effet des péres ou des
plans de croisement sur I’initiation de la diapause. Le statut diapausant des ceufs (facteur binaire
qui prend pour valeur 0 ou 1) a été utilisé comme variable réponse et I’identification du pére ou
le type de croisement ont été incorporés comme variables explicatives a effet fixe dans les mo-
déles. Un effet aléatoire a été attribué a I’identification de la mére pour prendre en considération
la variabilité du phénotype da a la mére. Pour éviter le phénomene de séparation qui perturbe
les modeéles de régression logistique lorsque qu’une variable explicative « explique » trop bien
la variation de la variable réponse, une approche bayésienne a été utilisée grace aux packages
bime " et emmeans *8. Les incidences de diapause entre femelles au sein d’un méme croisement

ont été analysées avec un test exact de Fisher.

I11. Résultats et discussion

L’initiation de la diapause est-elle influencée par le pere et le statut géné-

tique de [’embryon dans [ ’ceuf ?

11 était nécessaire avant d’initier les plans de croisements de déterminer si 1’initiation de
la diapause est un caractére qui dépend uniquement de la mére ou s’il pouvait étre influencer
par le pére ou le statut génétique de I’ceuf. Par exemple, une femelle de lignée Outre-mer qui
s’accouple avec un male de la méme lignée engendrera des larves avec un génome 100% lignée
Outre-mer. Une femelle de lignée Outre-mer qui s’accouple avec un male de la lignée France
métropolitaine engendrera des larves avec un génome hybride (50% lignée Outre-mer :50% li-
gnee France métropolitaine).

Nous avons réalisé 4 plans de croisement ou des femelles de chaque lignée ont été iso-
lees avec un male provenant de 1’une ou de 1’autre lignée pour accouplement, dans des condi-
tions d’initiation de la diapause. Les ceufs provenant des femelles de la lignée France métropo-
litaine étaient en statut de diapause en grande majorité (95,7%) indépendamment de 1’origine

du méle. Seul 9 ceufs sur 64 (14%) et 1 sur 63 (1.5%) ont éclos pour une femelle de la lignée
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France métropolitaine accouplée a un male de la lignee Outre-mer et une femelle de la lignée
France métropolitaine accouplée a un méle de méme origine, respectivement (Figure 8). Aucun
ceuf issu de femelles de la lignée Outre-mer n’était en diapause. Cependant, des cas d’ceufs non-
embryonnés ont éteé observés chez les femelles de lignée Outre-mer, avec une proportion im-
portante pour la femelle accouplée a un male de la lignée France métropolitaine. Ce phénomeéne
peut étre attribué a I’absence de fécondation (ceufs non-fécondés) et peut avoir pour origine un
effet du méle, indépendamment de son origine.

Nous avons eu un effectif réduit concernant ces conditions. Il est a préciser que toutes
les femelles ne prennent pas de sang alors qu’elles y sont exposées, et que sur le nombre de
femelles gorgées, une faible proportion pond des ceufs (i.e. certaines meurent avant de pondre
et certaines ne pondent pas apres le premier repas sanguin). Des tailles d’effectifs plus grandes

seront nécessaires pour dissocier I’effet du croisement avec un effet ponctuel dii au male.

Mother Oversea France Mother Oversea France
Father Oversea France Father Metropolitan France
100% 9 |
750/0 b
50% - 92
25%
(70} 0% ) T T
5 OF 1 OF_2 Egg status
% Mother Metropolitan France Mother Metropolitan France B diapause
a B hatched
CEL’ Father Oversea France Father Metropolitan France unembryonated
100% -
75% -
50% - [ 13 4 5 63 76
25% -
1
0% . . . . .
MF_1 MF_2 MF_3 MF_4 MF_5 MF_6

Mother

Figure 9: Représentation graphique de I’incidence de la diapause embryonnaire en fonction
de la combinaison d’origine des parents.

Chaque barre représente la proportion des statuts des ceufs : diapause, éclos et sans embryon
pour une femelle. Les 4 combinaisons de lignée d’origine des parents sont représentées dans
les 4 panels. Le nombre d’ceufs dans chaque catégorie est indiqué sur les diagrammes a barres
cumulées.

Un modele de régression logistique bayésien a été utilisé pour estimer et comparer les

proportions d’initiation de la diapause en fonction des combinaisons d’origines des parents. Le
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facteur « croisement » a un effet significatif sur la variation de I’incidence de la diapause (Ana-
lyse de déviance, comparaison par rapport au modele nul, p=0.0017). Des probabilités d’inci-
dence de la diapause de 0.004 (Intervalle de confiance IC : 0 — 0.34), 0.996 (IC : 0.89 — 1),
0.001 (IC : 0—0.995) et 0.96 (IC : 0.49 — 1), ont été assignes pour les plans de croisements 1 a
4 (Figure 13). Le Croisement 1 (9 lignée Outre-mer accouplée a &' lignée Outre-mer) a des
estimations d’initiation de la diapause significativement différentes des croisements 2 et 4 im-
pliquant des femelles provenant de la lignée France métropolitaine. Pas de différences signifi-
catives observées entre le croisement 3 (9 lignée Outre-mer accouplée a &' lignée France mé-
tropolitaine) et les croisements 1 et 4 di a un faible effectif (seulement 9 ceufs pour ce croise-
ment). Seules les femelles provenant de la lignée France métropolitaine ont la capacité a initier
la diapause, indépendamment de 1’origine de male avec lequel elles se sont accouplées. Pas de
différences significatives observées entre femelles d’un méme croisement (croisement 2 et 4)
concernant I’incidence d’initiation de la diapause (Fischer exact test : p=0.47 et p=0.57 pour

les croisements croisement 2 et 4, respectivement).

=d

100'0

=d

Crosses
1000

| 4 -

0% 25% 50% 75% 100%
Probability to initiate diapause

Figure 10: Diagramme repréesentant les estimations des probabilités d’initiation de la diapause
en fonction des plans de croisements (effet origine du male) avec leurs intervalles de con-
fiance d’apres un modele de régression linaire avec une approche bayésienne.

Croisement 1 : @ lignée Outre-mer accouplée a & lignée Outre-mer, 2 : Q lignée France métro-
politaine accouplée a &' lignée France métropolitaine, 3 : Q@ lignée Outre-mer accouplée a &
lignée France métropolitaine, 4 : @ lignée France métropolitaine accouplée a &' lignée Outre-

mer.
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La détermination de I’incidence de la diapause chez Ae. albopictus est entravée par le
fait que le caractére n’est pas observable sur 1’individu adulte mais sur sa descendance. Etant
donné que 1’obtention d’une descendance implique un accouplement avec un male, 1’identité
du male peut étre un facteur confondant sur 1’estimation de 1’incidence de la diapause. Cette
expérience révele que I’initiation de la diapause est un caractére qui est uniqguement dépendant
de I’identité de la mére. En d’autres termes, 1’identité du male n’a pas d’importance dans la
détermination de I’incidence de la diapause, les males sont interchangeables, ce qui simplifie

nos plans expérimentaux pour évaluer I’effet de I’hybridation sur I’initiation de la diapause.

Détermination du mode d’hérédité de |'initiation de la diapause.

Des croisements réciproques entre individus de chaque lignée ont été effectués afin
d’évaluer I’incidence de la diapause chez les femelles hybrides provenant d’un croisement in-
terligné : Croisement 3 : Q lignée Outre-mer x & lignée France métropolitaine, Croisement 4 :
Q lignée France métropolitaine x &' lignée Outre-mer, en comparaison avec des femelles pro-
venant d’un croisement intra-lignée : Croisement 1 : @ lignée Outre-mer x &' lignée Outre-mer,
Croisement 2 : Q lignée France métropolitaine x &' lignée France métropolitaine.

L’arbre généalogique qui décrit les différents croisements qui ont été réalisés, ainsi que
les incidences de diapause déterminées pour chaque femelle est présenté en Figure 14. Chaque
femelle de deuxiéme génération a été placée en condition d’initiation de la diapause et accou-
plée avec un de ses freres. Bien que nous ayons mis en évidence précédemment 1’absence d’ef-
fet d0 au pére sur I’incidence de la diapause, 1’identité du frére avec lequel chaque femelle s’est
accouplée a été enregistrée pour tester ou prendre en considération cet effet lors des analyses.
Nous avons pu obtenir des femelles issues des quatre croisements, bien que la taille des effectifs

pour certain croisement soit faible.
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Figure 11: Diagramme représentant les liens de parentés entre les femelles issues d’un croise-
ment inter et intra-lignées France Métropolitaine et Outre-mer (A) ainsi que leur incidence de
diapause (B,C).

La proportion relative de chaque statut des ceufs est représentée sous forme de barres empilées
avec (B) et sans (C) le statut de d’ceufs non-embryonnés.

Le statut d’ceufs non-embryonnés est observé sur des femelles provenant de I’ensemble
des 4 croisements. Ce résultat suggére que le phénotype d’ceufs non-embryonnés n’a pas de
base génétique. On peut faire I’hypothese qu’il soit dii a des fécondations non optimales, un
facteur qui peut étre aléatoire.

Le statut de diapause embryonnaire a été observé sur I’ensemble (10/10=100%) des fe-
melles issues du croisement intra-lignée @ lignée France Métropolitaine x &' lignée France
Métropolitaine (croisement 2) avec des ceufs embryonnés. A I’inverse, aucune des 2 femelles
issues du croisement intra-lignée ¢ lignée Outre-mer x &' lignée Outre-mer (croisement 1) n’a
pu initier de diapause. L’ensemble des femelles hybrides provenant des croisements 3 ont une
incidence de diapause qui varie entre 0 et 70%. L’ensemble des femelles hybrides provenant
des croisements 4 ont une incidence de diapause qui varie entre 0 et 100%. Cette observation
est en contradiction avec la premiere loi de Mendel qui stipule que tous les descendants de
premicre génération d’un couple de parents issu de lignées pures distinctes, appelé hybrides F1,

ont un génotype et phénotype identique dans un environnement standardisé. Le facteur « origine
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du croisement » a un effet significatif sur la variation de 1’incidence de la diapause (Analyse de
déviance, comparaison par rapport au modeéle nul, p=0.0017).

Ces résultats nous permettent de confirmer la base génétique du phénotype d’initiation
de la diapause. En effet, pour un environnement standardisé, seules les femelles ayant un fond
génetique provenant a 100% ou 50% de la lignée France métropolitaine peuvent initier la dia-
pause. Ces résultats permettent également de déterminer un mode d’hérédité dominant a 1’ini-
tiation de la diapause. En effet, les femelles hybrides provenant des croisements des deux di-
rections ont la capacité a initier la diapause malgré le fait qu’elles ne disposent que d’une seule
copie du génome parental d’individus pouvant initier la diapause.

Le composant héréditaire qui différentie les deux croisements hybrides 3 et 4 est I’ori-
gine du génome mitochondrial. Les mitochondries proviennent de la lignée Outre-mer pour le
croisement 3 et de la lignée France métropolitaine pour le croisement 4 (Tableau 1). L’analyse
de régression logistique n’a pas mis en évidence de différences significatives entre les femelles
hybrides provenant des croisement 3 et 4 (2 sens d’hybridation) (p=0.3426). L’absence de dif-
férence significative entre ces deux croisements concernant le phénotype d’incidence de la dia-
pause permet de ne pas incriminer des facteurs génétiques influengant 1’incidence de diapause
sur le génome mitochondrial.

Ces résultats nous montre qu’une femelle peut pondre des ceufs en diapause ou pas sur
une méme ponte. Dans ce cas, le caractere dichotomique (caractére qui prend des valeurs qua-
litatives binaires) de la diapause est perdu au niveau de la mere mais est toujours applicable
pour chacun de ses ceufs. On peut faire ’hypothése que I’initiation de la diapause est un carac-
tere binaire qui répond a une dose d’un « produit génétique », par exemple la synthése d’une
hormone. La valeur quantitative de I’hormone produite peut influencer la valeur qualitative de
la diapause lorsqu’elle franchit une valeur seuil. Une femelle pourra ou ne pourra pas initier la
diapause a I’ensemble de ses ceufs si elle ne posséde pas une quantité suffisante (qui dépasse la
valeur seuil) du produit du ou des gene(s) effecteur(s). Nous pouvons formuler plusieurs hypo-
theses qui peuvent expliquer la large variabilité phénotypique que nous avons observée chez

les hybrides F1, et envisager des pistes pour les valider ou les invalider expérimentalement.

Hypothése 1 : Un Mode d’hérédité polygénique et une hétérogénéité des génotypes

chez les hybrides F1 expliquent les variations d’incidence de la diapause.

L’ensemble de notre étude repose sur des lignées qui ne présentent pas un fort degré de

consanguinité. Ce ne sont pas des lignées dites pures et il est probable que différents alléles de
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facteurs génétiques impliqués dans la détermination du caractéere ségrégent dans la lignee
France métropolitaine. C’est un biais qui a été assumé dans cette étude car la création de lignée
pure est longue et laborieuse. De plus, il est difficilement envisageable de faire de la sélection
car par définition les ceufs en diapause n’éclosent pas. L'hérédité mendélienne classique ou
monogénique est basée sur la transmission d'un seul géne sous un mode dominant, ou récessif.
Si I’on considere notre hypothese a savoir, que la diapause est déclenchée par un phénoméne
de dose, plusieurs alléles au sein du génome peuvent avoir un effet additif (ou en interactif) sur
la quantité d’hormone produite. Comme illustré sur la figure 11, une variation de quantité d’hor-
mone entre hybrides de la génération F1 peut étre expliqué par une hétérogénéité des génotypes
a des loci causaux. En fonction de la valeur seuil pour ce produit de géne, I’initiation de la

diapause pourra ou ne pourra se faire sur I’ensemble des ceufs d’une méme ponte.

(I

(LT
.
BN i

Individuals

Figure 12: L hétérogénéité des génotypes et un mode d’hérédité polygénique créent de la va-
riation phénotypique chez les hybrides F1.

Le génotype des parents et des descendants (n=6) est représenté a gauche et les valeurs phéno-
typiques correspondant a droite. A) cas des lignées parentales pures. B) cas des lignées paren-
tales ou différents alléles a différents locus causaux ségrégent *°.
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Hypothése 2 : Mode d’hérédité monogénique avec une pénétrance incompléte ou une

expressivité variable.

Cette hypothese est similaire a la précédente, a I’exception du fait qu’un seul gene ef-
fecteur est en jeu mais que son expression (notion de pénétrance) ou niveau d’expression (no-
tion de variabilité variable d’expression) est incompléte. Dans ce cas, d’autres génes que le géne
effecteur, bien que n’ayant aucun effet direct sur le phénotype, peuvent intervenir dans 1’ex-
pression ou le niveau d’expression du gene effecteur. En fonction de 1’expression du produit du
géne effecteur et de la valeur seuil, I’initiation de la diapause pourra ou ne pourra se faire sur
I’ensemble des ceufs d’une méme ponte.

La réplication de nos expériences avec des lignées exprimant un plus grand degré de
consanguinité permettront de renforcer nos deux premieres hypothéses. En théorie, un plus
grand nombre d’alléles seront fixés au fur et & mesure des générations consanguines succes-
sives. Si on obverse une diminution de la variabilité du phénotype chez les hybrides F1 avec
des générations consanguines plus élevées, nous confirmerons le réle de la multiplicité d’alléles

causals dans la variation de notre phénotype.
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Conclusion et perspectives

Nous avons montré que I’initiation de la diapause embryonnaire chez le moustique tigre
Aedes albopictus avait une base génétique avec un mode d’hérédité dominant. Cependant, nous
avons observé une forte variabilité des phénotypes d’initiation de la diapause chez les hybrides
F1, un résultat inattendu qui contredit la premiere loi de Mendel de ségrégation de caractére
monogénique. Cette variabilité de I’incidence de la diapause chez les hybrides F1 suggere un
mode d’hérédité polygénique de I’initiation de la diapause. Nous projetons de Vérifier si I’aug-
mentation du nombre de croisements consanguins au sein de chaque lignée permettra de réduire
la variabilité des phénotypes chez les hybrides. Nous projetons aussi d’estimer 1’héritabilité de
la diapause a base de modéle de régression logistique a effet mixte, dans lesquels nous incor-
porerons le lien de parenté entre individus sous forme de matrice.

Ces travaux ouvriront la voie vers des études de cartographies génétiques permettant
d’incriminer les facteurs impliqués dans 1’initiation de la diapause chez Aedes albopictus. L uti-
lisation de méthodes d’édition de génomes (e.g. CRISPR/Cas 9) pour créer des moustiques
transgéniques ne pouvant pas initier le caractére d’initiation de la diapause chez Ae. Albopictus
et pouvant répandre ce caractére dans les populations locales a 1’aide du « gene drive » (mé-
thode génétique qui instaure une homozygotie pour des loci d’intérét a I’ensemble des descen-
dants) est envisageable pour lutter contre I’invasion de cette espece en Europe et éviter son

expansion.
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Addendum

Ces resultats font suite aux travaux précédents. Avec 2 générations de consanguinité supplé-
mentaire, on obtient un phénotype uniforme (100%) d’initiation de la diapause chez les hy-
brides F1. Une seule direction de croisement (méales France métropolitaine x femelles France
Outre-mer) a pu étre testée pour le moment. On confirme le mode d’hérédité dominant de
I’initiation de la diapause embryonnaire chez Ae. albopictus et I’implication directe ou indi-

recte de plusieurs génes.
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Figure 13: Diagramme représentant les liens de parentés entre les femelles issues d’un croi-
sement inter et intra-lignées France Métropolitaine (génération F3) et Outre-mer (génération
F2) (A) ainsi que leur incidence de diapause (B,C). La proportion relative de chaque statut des
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ceufs est représentée sous forme de barres empilées avec (B) et sans (C) le statut de d’ceufs
non-embryonnes.

Nous avons estimé une 1’héritabilité (h?) de 0,81 (intervalle de crédibilité : 0, 70 : 0,90) via un
modéle linéaire généralisé mixte (modéle animal) qui estime h? & partir du lien de parenté entre
individus et de leurs valeurs de phénotype. Cette estimation ne considére pas I’effet de la do-
minance ni de I’épistasie. La génétique explique donc une grande part de la variation de I’ini-
tiation de la diapause dans notre pedigree. Un prérequis important pour identifier les facteurs

génétiques qui sous-tendent ce phénotype (« QTL mapping »).
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ANnexes

Annexe 1 : Mes activités de laboratoire illustrées

Réalisation de boites en carton afin d’indivi-
dualiser les couples de moustiques.

Comptage d’ceufs de moustiques.
Observation a la loupe binoculaire d’em-
bryons, de larves et de nymphes de mous-

tiques.

Préparation du gorgeur pour les repas de
sang artificiel.
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Annexe 2 : Tableau de résultats utilisé pour répondre a la question : L’initiation de la

diapause est-elle influencée par le pére et le statut génétique de I’embryon dans I’ceuf ?

mosquito_ID
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0,00%
45,00%
0,00%
72,22%
36,36%
49,06%
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0,00% 100,00% 100,00%
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0,00% 100,00% 100,00%
0,00% 0,00% 0,00%
100,00% 0,00% 100,00%
100,00% 0,00% 100,00%
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Abstract

This project aims to elucidate mechanisms that enable Aedes albopictus, a mosquito vector of human
pathogens, to be highly invasive and become a growing public health concern in Europe. This invasion
capacity is explained by the ability of the temperate population of this mosquito species to induce a
developmental arrest in their eggs in response to short photoperiod, a phenomenon called photoperiodic
diapause induction. Several lines of evidence suggest that this trait is genetically determined but the
molecular basis of the genetic switch(es) that initiates diapause initiation remains unresolved. This pro-
ject aims to determine the inheritance pattern of diapause induction in Aedes albopictus based on mos-
quito lines crosses with contrasted diapause phenotypes. We confirmed the existence of a genetic basis
to diapause induction with a dominant heredity pattern. However, we observed a high diapause induction
variability in F1 hybrids, a result that contradicts the first Mendel law concerning monogenic traits and
suggests a polygenic pattern of inheritance for diapause induction in this mosquito species. Character-
izing the genetic basis of diapause induction in Ae. albopictus will open an avenue for genetic control

strategies that can curb the territorial expansion of this vector across temperate regions.

Keywords: Aedes albopictus, photoperiod, photoperiodic diapause induction, inheritance pattern,

monogenic traits, polygenic pattern, genetic control

Résumé

Ce projet vise a €élucider les mécanismes génétiques qui conferent au moustique Tigre Aedes al-
bopictus une grande capacité invasive lui permettant de devenir un enjeu de santé publique croissant en
Europe. Le potentiel invasif des populations de ce vecteur vivant dans les zones tempérées est expliqué
par une capacité d’induction d’un arrét du développement embryonnaire dans 1’ceuf en réponse a une
photopériode courte : la diapause photopériodique. Plusieurs éléments suggérent I’existence d’une base
génétique a ce phénotype, mais le mécanisme moléculaire qui initie la diapause n’est toujours pas résolu.
Ce projet vise a déterminer le mode d’hérédité de I’initiation de la diapause chez I’espéce de moustiques
Aedes albopictus en se basant sur des plans de croisements entre deux lignées ayant des phénotypes
d’initiation de diapause contrastés. Nous avons confirmé qu’il existe une base génétique a la diapause
embryonnaire chez Ae. albopictus et déterminé un mode d’hérédité dominant. Cependant, nous avons
observé une forte variabilité des phénotypes d’initiation de la diapause chez les hybrides F1, un résultat
inattendu qui contredit la premiére loi de Mendel de seégrégation de caractére monogénique et qui sug-
gere un mode d’hérédité polygénique de I’initiation de la diapause. Ce projet ouvre de nouvelles pers-
pectives sur I’'implémentation de stratégies de génie-génétique pour controler 1I’expansion de ce vecteur

en Europe.

Mots clés : Aedes albopictus, photopériode, diapause photopériodique, mode d’hérédité, caractére

monogénique, mode d’hérédité polygénique, génie-génétique



