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Résumé

Dans les zones de savane soumises a [’alternance saison des pluies/saison séche, comme au Burkina Faso, la
transmission du paludisme est saisonniére et a lieu majoritairement pendant la saison des pluies. Trois espéces du
complexe An. gambiae s.l. sont impliquées: An. gambiae, An. coluzzii, et An. arabiensis. La dynamique des
populations adultes de ces vecteurs est fortement corrélée a la disponibilité¢ de leurs gites de développement
larvaire: abondantes en saison des pluies, les populations d’An. gambiae et d’An. arabiensis disparaissent
virtuellement peu de temps aprés l’asséchement de leurs gites de prédilection (gites temporaires). Elles
réapparaissent ensuite en grand nombre des le début de la saison des pluies suivante. Les populations d’An.
coluzzii, qui colonisent des gites permanents d’origine anthropique (riziéres notamment), se maintiennent en
revanche tout au long de I’année a des densités fluctuantes au cours des saisons. Aujourd’hui encore, les
stratégies développées par ces 3 especes de moustiques pour survivre aux conditions arides de la saison séche
demeurent inconnues. Ainsi, nous avons adopté une approche comparative et transdisciplinaire a la recherche de
«symptomes» physiologiques, morphologiques, comportementaux et métaboliques potentiellement indicateurs
de la mise en place de mécanismes de survie chez des moustiques exposés aux conditions stressantes de la saison
séche sahélienne. Nos études ont été conduites en paralléle sur An. gambiae, An. coluzzii et An. arabiensis. Les
moustiques ont été étudiés (i) dans leur environnement naturel, sur le terrain au Burkina Faso, (ii) dans une serre
grillagée aménagée et exposée aux conditions climatiques locales, et (iii) de maniére expérimentale au
laboratoire. Sur le terrain, les adultes d’An. coluzzii nourris de sang et de sucre montrent, a la dissection, une
augmentation significative du nombre de spécimens qui ne développent plus leurs ovaires. Ces individus en
dissociation gonotrophique, accumulent en parallele de grandes quantités de lipides. Par ailleurs, 1’étude
comparative des composés énergétiques disponibles chez les jeunes femelles adultes a I’émergence a démontré
que les larves d’An. coluzzii accumulaient des réserves (protéiques et lipidiques notamment) pouvant étre
mobilisables pour la survie des adultes, par ailleurs de plus grande taille. L’analyse du métabolome des insectes
¢élevés en conditions contr6lées dans des chambres climatiques ou nous avons mimé les conditions
environnementales de la saison des pluies et de la saison séche a mis en lumiére des ajustements métaboliques
d’envergure. En particulier, on retrouve, chez les femelles seulement, une réduction de la teneur en métabolites
intermédiaires du cycle de Krebs et de 1’isoleucine, indicateurs d’une dépression métabolique mais aussi d’une
dépression de la reproduction chez les 3 espéces en saison séche. Les dosages des hormones ecdystéroides ne
nous ont pas permis de mettre en évidence de rdle pour ces hormones dans la régulation des phénomeénes
observés chez les femelles. Cependant, nous avons détecté d’importantes quantités d’ecdystéroides chez les
males, avec des variations en fonction des conditions environnementales chez An. coluzzii, qui pourraient
suggérer un réle régulateur indirect sur la fécondité des femelles, qui fluctue au cours des saisons. Une analyse
par microscopie électronique a balayage de la cuticule des insectes dgés de 10 jours a permis de mettre en
évidence 1’existence de différences morphologiques, observables notamment au niveau des spiracles qui
apparaissent clos et obstrués par de nombreux trichomes hypertrophiés chez An. coluzzii et An. arabiensis élevés
dans les conditions de saison séche. Chez An. gambiae par contre, les spiracles ne sont pas obstrués, méme en
conditions de faible hygrométrie. Dans la serre grillagée, en conditions semi-naturelles, nous avons pu obtenir
que les populations d’anophéles introduites se maintiennent pendant la saison des pluies. Le suivi réalis¢ a un
pas de temps fin nous a permis de mettre en évidence la disparition des différentes espéces d’anopheles, en
accord avec les observations de terrain. An. arabiensis et An. coluzzii seules ont pu étre retrouvées dans la serre,
apres la saison seéche, ce qui démontre leur capacité a survivre a cette saison. Bien que préliminaires, ces résultats
corroborent ceux de la littérature et encouragent fortement la poursuite de telles approches.

Des différences importantes dans les stratégies et cinétiques d’acquisition, de stockage et d’utilisation des
ressources ont été mises en évidence, aussi bien entre les 3 especes jumelles que nous avons étudiées, qu’au sein
de chaque espece, en fonction des conditions environnementales. Ces résultats sont autant de pistes utilisables
dans le but ultime d’améliorer le contrdle des populations de vecteurs en les rendant inaptes a survivre pendant la
saison seche.

Mots clés: Paludisme, Burkina Faso, vecteurs, Anopheles gambiae s.l., survie, saison séche, physiologie,
comportement, morphologie, métabolisme.
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Abstract

In savannahs areas characterized by the occurrence of two contrasting environmental seasons (rainy and dry), as
in Burkina Faso, malaria transmission is seasonal and occurs mainly during the rainy season. Three species of
the An. gambiae s.1. complex are mainly involved: An. gambiae, An coluzzii and An. arabiensis. Adult mosquito
population dynamics of these vectors follow the availability of water collections: being abundant during the
rainy season, the populations of An. gambiae and An. arabiensis virtually disappear shortly after the drying up of
their typical breeding sites (temporary water collections) to reappear in large numbers at the onset of the next
rainy season. However, populations of An. coluzzii, which colonize anthropogenic permanent water bodies (like
rice fields), remain throughout the year with densities fluctuating across the seasons. To date, it is not known
how these three major malaria vectors survive the harsh dry-season conditions. We therefore used a comparative
and transdisciplinary approach across the three species to explore physiological, morphological, behavioral and
metabolic "symptoms", being potential indicators of survival mechanisms that are put in place in order to survive
the stressful conditions of the Sahelian dry season. Mosquitoes were studied (i) in their natural environment, in
the field in Burkina Faso, (ii) in a screened greenhouse exposed to local climatic conditions, and (iii) under
controlled experimental laboratory conditions. In the field, after multiple blood meals and sugar feeding, females
of An. coluzzii, showed significant increase in the number of specimens which do not develop their ovaries. In
parallel, these individuals showing gonotrophic dissociation accumulate large amounts of lipids. Moreover, the
comparative study of the energetic compounds available in adult females at emergence showed that larvae of An.
coluzzii accumulated metabolic reserves, including proteins and lipids that can be mobilized for survival of adult
mosquito, which we found to display larger body size. Metabolome analysis of insects reared in controlled
climatic chambers reflecting environmental conditions recorded in the field during the rainy season and the dry
season highlighted major metabolic adjustments. In particular, lower concentration of the Krebs cycle
intermediates and isoleucine characterised older females of the three species reared under dry season conditions
suggesting metabolic and reproductive depression. The ecdysteroids analysis did not allow us to demonstrate a
role of these hormones in the regulation of the observed phenomena in females. However, higher amounts of
ecdysteroids were detected in males, with seasonal variations in An coluzzii, suggesting an indirect regulatory
role on female fecundity, which fluctuates with the seasons. Scanning electron microscopy analysis of insect
cuticle of 10 days old females highlighted the existence of morphological differences, particularly of the
spiracles, that appear sealed by enlarged trichomes in An coluzzii and An. arabiensis reared in the dry season
conditions. In An. gambiae however, spiracles are not sealed, even under low humidity conditions. In the semi-
field (greenhouse) conditions, we showed that the Anopheles mosquito populations introduced are maintained
during the rainy season. Regular survey of larval and adult populations provided evidence of the disappearance
of the different Anopheles species, in agreement with field observations. An. arabiensis and An. coluzzii only
have been found in the greenhouse after the dry season, demonstrating their ability to survive through this
season. Although preliminary, these results are consistent with the literature and strongly encourage the
continuation of such approaches.

Hence, significant differences in strategies and kinetics of resources acquisition, allocation and use have
been identified, both between the three sibling species studied, and within each species, depending on
environmental conditions. These results represent potential targets that can be used for the ultimate goal of
improving mosquito population’s control, making the vectors unfit for survival during the dry season.

Key words: Malaria, Burkina Faso, vectors, Anopheles gambiae s.1., survival, dry season, physiology, behavior,
morphology, métabolism.
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Introduction

Bien que le nombre de cas et de déces déclarés dus au paludisme est en baisse, le paludisme
demeure le probléme de Santé Publique majeur en Afrique sub-saharienne, qui concentre plus
de 90% des cas d’infection par Plasmodium falciparum, provoquant plus de six cent vingt
sept mille (627 000) déces par an (WHO 2013). La morbidité et la mortalité occasionnées
grevent la santé socio-économique des pays les plus touchés. Le paludisme est ainsi souvent
considéré a la fois comme une cause et comme une conséquence de la pauvreté et du sous-
développement.

Une telle prévalence de la maladie en Afrique et les difficultés rencontrées pour endiguer ce
fléau sur le continent s’expliquent en partie par I’extraordinaire efficacité du systéme vectoriel
responsable de la transmission du parasite a ’homme (Fontenille et Simard 2004). Les
moustiques appartenant au complexe Anopheles gambiae s.1., et notamment An. coluzzii, An.
gambiae et An. arabiensis sont les vecteurs majeurs a 1’échelle du continent: trés
anthropophiles, ces moustiques sont capables de coloniser une large gamme
d’environnements, suivant I’homme des zones arides en bordure du Sahara jusqu’au cceur de
la forét équatoriale (Simard et al. 2009). Dans les zones de savane d’Afrique de 1’Ouest, An.
coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis existent en sympatrie et assurent une transmission
intense du paludisme pendant la saison des pluies. Dans ces régions, An. coluzzii et An.
gambiae, dénommées autrefois formes moléculaires M et S d’An gambiae, sont aujourd’hui
considérées comme de véritables especes a part entiére (Coetzee et al. 2013), a la fois
génétiquement et écologiquement différenciées (della Torre et al. 2002, Lehmann and Diabaté
2008, White et al. 2010, White et al. 2011). Anopheles gambiae, supposée ancestrale, est
répandue dans toute I’Afrique sub-Saharienne et se développe dans les petites collections
d’eau temporaires dépendantes des précipitations (flaques, orniéres, empreintes, etc...) ou ses
larves sont fréquemment retrouvées avec celles d’An. arabiensis. Ces deux especes
disparaissent en saison seche, et réapparaissent en grand nombre des les premieres pluies de la
saison suivante. Rien n’est connu sur les mécanismes qui permettent a ces populations de
vecteurs de recoloniser de manicre si soudaine et si efficace leur environnement dés que les
conditions climatiques redeviennent favorables. En dépit de ces fluctuations extrémes sur le
plan démographique, la structure génétique de ces populations reste stable dans le temps
(Simard et al. 2000). S’il est établi que les ceufs des anopheles résistent mal a la dessiccation

(Beier et al. 1990), certaines données anciennes suggerent I’existence d’une «dormance» a
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I’état adulte qui pourrait permettre le maintien, localement, de ces populations d’anoph¢les
(Holstein 1954, Omer et Cloudsley-Thompson 1970). Ces données ont récemment ¢été
réactualisées par des expériences de marquage-lacher-recapture réalisées au Mali, ou une
femelle anophele d’An. coluzzii (forme moléculaire M) marquée en fin de saison des pluies a
pu étre capturée au début de la saison des pluies suivante, soit apreés une période d’estivation
de 7 mois (Lehmann et al. 2010). Les mémes auteurs ont également mesuré, pendant la saison
des pluies, les densités anophéliennes dans des villages traités ou non aux pyréthrinoides
pendant la saison séche précédente. Seules les densités d’An. coluzzii sont affectées par ces
traitements. Il existe ainsi un polymorphisme dans les stratégies de survie adoptées par les
especes du complexe An. gambiae s.l. pendant la saison séche, avec les moustiques de
I’espéce An. coluzzii qui persisteraient sur le terrain dans un état de vie ralentie appelée
diapause (estivation), quand ceux d’An. gambiae et An. arabiensis opteraient pour une
migration/recolonisation en début de saison des pluies a partir des zones voisines plus
favorables (Adamou et al. 2011). Dans ce contexte, une meilleure connaissance des
mécanismes physiologiques et comportementaux mis en jeu a I’approche de la saison séche et
des facteurs intrinseéques (régulation hormonale, métabolisme) et extrinseéques (stimuli
environnementaux) qui en gouvernent I’expression permettra de mieux comprendre comment
ces vecteurs se sont adaptés, et comment ils pourront continuer a s’adapter aux fluctuations de
leur environnement. De telles données fourniront en outre la base scientifique innovante d'un
controle des vecteurs d'autant plus efficace qu'il interviendrait a un moment ou les populations
de vecteurs sont les plus faibles et dans des conditions environnementales qui leur sont

particuliérement défavorables.

Objectifs

Objectif général

L’objectif général de cette thése est d’étudier par une approche comparative et
transdisciplinaire les réponses comportementales, physiologiques, morphologiques et
métaboliques chez 3 especes de moustiques appartenant au complexe An. gambiae s.1. (An.
arabiensis, An. coluzzii, An. gambiae) soumises aux conditions stressantes de la saison seche
sahélienne (fortes températures et faible hygrométrie).

Les hypotheses de travail sont les suivantes : i) les moustiques du complexe An. gambiae ont
¢laboré des stratégies évolutives leur permettant de survivre en condition sub-optimales de
température et d’hygrométrie, ii) ces stratégies se manifestent par des particularités
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physiologiques (ajustements métaboliques ou protéiques, allocation et utilisation des
ressources, en particulier lipidiques, dépression de la reproduction), morphologiques
(modifications de la structure des spiracles), ou comportementales (agrégation, utilisation de
micro-habitats) qu’il est possible de mettre en évidence et iii) il existe des différences entre les
especes An. coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis dans les stratégies sélectionnées
(quiescence, diapause, migration a longue distance, résistance a la dessiccation...).

Objectifs specifiques

L’objectif général de notre étude sera atteint par la réalisation de trois objectifs spécifiques:

1) Comparer, entre especes et d’une saison a 1’autre, les parameétres physiologiques
(teneurs en glycogéne, sucres, lipides, protéines et métabolites) chez des moustiques
prélevés sur le terrain et/ou élevés en conditions contrdlées (enceintes climatiques au
laboratoire);

2) Mettre en évidence I’existence de symptomes physiologiques révélateurs de la mise en
place de stratégies de survie chez An. coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis a
I’approche de la saison seéche dans les savanes de 1’Ouest du Burkina Faso
(observation du statut gonotrophique et de la structure du corps gras des femelles);

3) Déterminer les rdles relatifs de facteurs exogénes (température, humidité relative, effet
«crowdingy i.e entassement des larves du a la diminution de 1’eau dans les gites) et
intrinseques (régulation hormonale) dans 1’expression de ces phénotypes en combinant
des approches en conditions semi-naturelles (serre sur le terrain) et controlées

(enceintes climatiques au laboratoire).

Cette these integre 3 démarches méthodologiques principales. Les phénotypes sont recherchés
et étudiés grace a une combinaison d'approches descriptives, qualitatives et quantitatives
conduites sur des moustiques prélevés sur le terrain et/ou élevés en conditions semi-
naturelles (malariasphére) et au laboratoire, dans des enceintes climatiques. Les méthodes
analytiques modernes de haute technologie maintenant disponibles, telles que la
métabolomique par chromotographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS), Ila microscopie électronique a balayage (MEB), les dosages
immunoenzymatiques (EIA), la morphométrie géométrique sont utilisées pendant cette
¢tude. Ces différentes approches permettent d’appréhender de facon globale les ajustements
physiologiques, morphologiques, comportementaux et biochimiques associés a la mise en
place d’une stratégie d’adaptation aux conditions stressantes de la saison seche.
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Ce mémoire est constitué d’une introduction générale, suivie de trois chapitres et enfin une
conclusion générale. La partie «introduction» et le premier chapitre «revue
bibliographique», posent les bases de la réflexion, indispensable a la compréhension du
probléme ¢étudié. Elle permet une analyse du probléme et des concepts, présente les objectifs
et insere I’étude dans une discipline scientifique. Elle contient une présentation du paludisme,
des anophéles vecteurs et des stratégies d’adaptation chez les insectes. Le deuxiéme chapitre,
«matériel et méthodes» situe le cadre de I’étude, présente la démarche méthodologique, les
techniques et les outils de collecte des données. Le troisieme chapitre présente les résultats
du travail et les discute. Ce chapitre est structuré en 4 parties:

PARTIE 1: Physiologie et traits morphométriques chez les populations naturelles d’An.

gambiae s.1. au début de la saison séche.

PARTIE 2: Métabolomique et variations des concentrations d’hormones ecdystéroides chez
An.gambiae s.1. exposés aux conditions stressantes de la saison seche.

PARTIE 3: Variations morphologiques des spiracles mésothoraciques d’An.gambiae s.l
exposés aux conditions stressantes de la saison seche.

PARTIE 4: Variation temporelle et persistance en saison séche des populations d’An.
gambiae s.]. dans une serre grillagée, la malariasphere.

Une conclusion générale et les perspectives boucleront ce travail.
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CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
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1.1) Paludisme et bioécologie d’Anopheles gambiae s.1.

1.1.1) Bref apercu sur le paludisme et le cycle du parasite

Le Paludisme (ou malaria) est une maladie endémique qui sévit de fagon continuelle dans les
régions tropicales et subtropicales de 1’Afrique, de 1I’Asie du sud et du sud-est et de
I’Amérique du sud. Il constitue a 1'échelon mondial une préoccupation majeure de Santé
Publique: 102 pays y sont exposés et plus de 40% de la population mondiale, soit plus de
deux milliards de personnes, vivent dans des régions a risque. L’Afrique est le continent qui
paye le plus lourd tribut. Cliniquement, l'affection est caractérisée par des accés fébriles
intermittents, par différents signes d'accompagnement non spécifiques, et par le risque de
complications dont certaines sont mortelles. Cette parasitose implique trois acteurs: le
parasite, le vecteur et ’homme qui sont en fait liés par le cycle de développement du parasite
(Figure 1). Ce cycle comporte une phase chez le moustique et une autre chez I’homme.

Le parasite est un sporozoaire hématozoaire appartenant au genre Plasmodium. 1l existe de
trés nombreuses especes de Plasmodium (plus de 140), touchant diverses espéces animales
mais seulement quatre de ces especes sont retrouvées en pathologie humaine. Il s’agit:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale
(Rozendaal 1999). Une cinquiéme espece, Plasmodium knowlesi, connue antérieurement chez
le singe a été¢ découverte récemment chez I'homme en Malaisie (Singh et al. 2004, Collins
2012). Plasmodium falciparum est 1’espece la plus répandue et est a 1’origine des infections
les plus graves (Breman et al. 2007).

L’homme, hote intermédiaire est le réservoir du parasite.

Le vecteur est un moustique du genre Anopheles, seul capable de pouvoir transmettre les
quatre especes de Plasmodium responsables des paludismes humains. Lors de son repas
sanguin, I'anoph¢le ingere les formes sexuées qui libérent des gamétes males et femelles. Ces
derniers se conjuguent, forment un ookinete qui se transforme dans la paroi de l'estomac en
oocyste puis sporocyste. Le sporocyste €clate, libérant des milliers de sporozoites qui migrent
jusqu'aux glandes salivaires du moustique anophéle femelle et seront injectés a un nouvel

individu lors de la prochaine piqre.
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Figure 1: Cycle de développement du Plasmodium (Mouchet et al. 2004)

1.1.2) La lutte contre le paludisme

La lutte antipaludique a ét¢ définie comme 1’ensemble des mesures destinées a supprimer, ou
tout au moins a réduire la mortalité¢ et la morbidité dues au paludisme (OMS 1974). Elle
s’articule autour de trois volets: la lutte contre le parasite, la lutte antivectorielle et le
développement de stratégies vaccinales. La lutte antiparatisaire repose sur la chimiothérapie
antiplasmodique des malades et la chimioprophylaxie pour les groupes a risques (femme
enceinte, enfant de moins de 5 ans et les personnes provenant de zones non impaludées).
Quant a la lutte antivectorielle, elle vise a supprimer ou limiter le contact homme-vecteur pour
prévenir ’infection par les plasmodiums. Elle repose actuellement sur les moustiquaires
imprégnées d’insecticide, 1’aspersion intradomiciliaire d’insecticides rémanents et, dans une
moindre mesure, sur la lutte antilarvaire. En matiere vaccinale, malgré des avancées
significatives ces derniéres années, il n’existe toujours pas de vaccin opérationnel contre le
paludisme et la prophylaxie reste souvent coliteuse et inaccessible aux plus nécessiteux. Ces
moyens de lutte sont mis en péril par des problémes de résistances, d’une part chez les
pathogenes vis-a-vis des médicaments habituels (Robert et al. 2011), et d’autres part chez les
insectes vecteurs vis-a-vis des insecticides disponibles (Diabaté et al. 2004, Dabire et al. 2009,

Namountougou et al. 2012). Toutefois, une lutte antivectorielle efficace et ciblée ne peut se
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mettre en place sans la caractérisation préalable, précise et intégrée, de 1’écologie et la

physiologie du vecteur (Fontenille and Simard 2004).

1.1.3) Les anophéles

1.1.3.1) Position taxonomique et bioécologie

Les anophéles sont des Arthropodes appartenant a la classe des Insectes, a 1’ordre des
Dipteéres, du sous-ordre des Nématocéres et a la grande famille des Culicidae. La famille des
Culicidae est subdivisée en trois sous-familles: les Anophelinae, les Culicinae et les
Toxorhynchitinae. Sur plus de 500 espéces d’anophéles connues dans le monde (Harbach
2004), 70 seulement sont capables de transmettre les quatre agents de paludisme. Parmi les 70
especes d’anopheles, 41 sont considérées comme des vecteurs ayant un impact majeur en
santé publique. Leur développement passe par une phase larvaire aquatique avant le stade
adulte aérien entrecoupé d’une courte phase nymphale (Figure 2). Les ceufs du genre
Anopheles sont pondus individuellement a la surface de 1’eau par les femelles fécondées.
Cependant chaque espéce anophélienne de role vecteur majeur comme An. gambiae et An.
funestus ou de réle vecteur accessoire tel An. nili a des préférences écologiques particuliéres
(Hamon 1963).

Apres ’éclosion des ceufs, la phase larvaire se divise en quatre stades distincts séparés par
trois mues successives (insectes holométaboles). Les larves de moustiques sont généralement
considérées comme détritivores bien qu’elles se nourrissent aussi de micro-organismes
vivants tels que les bactéries et les algues (Clements 1992). Les anopheles ont tendance a
rester en surface et a filtrer les fines particules a 1’interface air/eau (« filtreurs de surface»).
Apres les quatre stades larvaires, s’ensuit le stade nymphal ou pupal au cours duquel de
profonds changements permettent a I’insecte de passer de 1’état aquatique a 1’état aérien. Au

cours de ce stade qui dure en moyenne 1 a 3 jours, I’insecte ne se nourrit pas.
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Figure 2: Cycle biologique de I’anoph¢le

1.1.3.2) Comportement des anophéles et cycle gonotrophique

Pendant la vie imaginale, les femelles d’anophéles montrent une succession de
comportements, sans que la succession dans le temps soit précisément déterminée: elles
recherchent une source de sucre, s’accouplement, recherchent un hote pour leur repas sanguin,
un site de repos, et enfin, un lieu de ponte. Les réserves accumulées pendant la vie pré-
imaginale étant treés faibles chez 1’anophele (Fernandes et Briegel 2005), le jus sucre,
recherché préférentiellement deés 1’émergence (Foster et Takken 2004) est supposé apporter
les ressources énergétiques nécessaires a la femelle jusqu'a ce qu’elle trouve son repas
sanguin, et notamment pour accomplir 1’acte d’accouplement, supposé survenir avant la
recherche de 1’hote (Foster 1995). Seules les femelles sont hématophages. Les males dont les
seules activités sont la reproduction de l'espéce et voler de-ci de-1a pour se nourrir de jus de
plantes et de nectar ne transmettent pas la maladie. Chez les especes d’An. gambiae s.1.
jusqu’ici étudiées, les males forment un essaim de taille variable, qui attire les femelles.
L’accouplement se passe au crépuscule ou a I'aube et a lieu a l'intérieur de ces essaims

(Charlwood et al. 2002). En général les femelles ne s'accouplent qu'une fois au cours de leur
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vie. Apres copulation, la femelle conserve les spermatozoides dans un réceptacle, la
spermatheéque, de fagon a ce que lors de toutes les pontes qu’elle effectuera, les ceufs puissent
étre fécondés lors de leur passage dans l'oviducte. Les spermatozoides conservent leur
pouvoir fécondant durant toute la vie du moustique (Bruce-Chwatt et De Zulueta 1985). Chez
les anopheles, le sang est indispensable a la maturation des ovaires. Les protéines de
I'hémoglobine sont une source d'acides aminés nécessaires au développement des ceufs. A la
fin du repas de sang, le processus de digestion se met en place et la maturation ovarienne
commence. Le moustique passe successivement du stade gorgé a semi-gravide puis a gravide.
La femelle n'est gravide que 36 a 48 heures aprées le repas de sang (Clements 1999). Elle va
alors a la recherche d'un site favorable a la ponte. Aprés la ponte, la femelle part a la
recherche d'un autre repas de sang pour le cycle suivant. La séquence repas sanguin,
maturation ovarienne et ponte est répétée plusieurs fois au cours de sa vie et est appelée cycle
trophogonique ou cycle gonotrophique. Par définition, la durée du cycle gonotrophique est
¢gale au temps séparant deux pontes successives. Ce cycle est d'environ quarante huit (48)
heures chez les anophéles a une température de 23 a 25°C (Bruce-Chwatt et De Zulueta
1985). La vie de I'imago dure une vingtaine de jours en moyenne et elle ne dépasserait pas un
mois dans les conditions naturelles (Gillies et Meillon 1968, Lehmann et Diabaté 2008).

Les femelles anophéles sont anautogénes, c'est-a-dire qu'a 1'émergence, la femelle a besoin
d’un repas sanguin de manicre a initier le processus de maturation des ovaires (Sawabe et
Moribayashi 2000). Ainsi, le développement des oocystes s’arréte au stade prévitellogénique
et ne reprendra qu’apres la prise d’un repas sanguin. Le développement des follicules au stade
prévitellogénique est sous le contrdle des hormones, 20-hydroxyecdysone et de I’hormone
juvénile (Hagedorn 1994, Klowden 1997, Hernandez-Martinez et al. 2007). Le sang est une
source protéique nécessaire a la vitellogénese. Le développement des follicules ovariens chez
les moustiques non capables d’autogénie consiste en deux phases: 1) développement jusqu’au
stade de repos; 2) développement pour former I’ceuf mature (Clements 1999). Chez les
anopheles, Christopher a divisé¢ le développement ovarien en 5 principaux stades encore
appelés stades de Christopher, identifiables en fonction des critéres comprenant la taille du
follicule, la visibilit¢ du noyau dans le follicule, et la quantité de vitellus qui y est déposée au
cours du développement. Le dernier stade (V) est identifiable grace a I’apparition de flotteurs

sur 1’ceuf mature.
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1.1.4) Le complexe An. gambiae s.1

La plupart des vecteurs du paludisme appartiennent a des complexes d’espeéces. Un complexe
d’especes est un ensemble d’especes jumelles toutes semblables et donc indiscernables par
des seuls critéres morphologiques (Coluzzi et al. 2002, Carnevale et al. 2009). L’identification
demande [I’utilisation de critéres bioécologiques, cytogénétiques, biochimiques ou
moléculaires (Coluzzi et al. 1979, Scott et al. 1993, Favia et al. 2001, Coluzzi et al. 2002,
Fanello et al. 2002, Santolamazza et al. 2008). Ces espéces jumelles différent par des
comportements, une écologie et des compétences vectorielles spécifiques (Mouchet et al.
2004). En Afrique sub-saharienne, ou plus de 80% des cas surviennent, le paludisme est
surtout transmis par les espéces du complexe Anopheles gambiae s.1. (Figure 3). Ce complexe
est formé par huit espéces jumelles dont les caractéristiques bio-écologiques sont différentes.
On distingue:

- An. coluzzii Coetzee & Wilkerson sp.n (anciennement An. gambiae forme moléculaire M)
(Coetzee et al. 2013)

- An. gambiae Gilles (anciennement An. gambiae forme moléculaire S) (Coetzee et al. 2013)

- An. arabiensis Patton, 1904.

- An. bwambae White, 1985.

- An. quadriannulatus Theobald, 1911.

- An. amharicus Hunt, Wilkerson & Coetzee sp.n (Coetzee et al. 2013)

- An. melas Theobald, 1903

- An. merus Donitz, 1902

Parmi ces huit especes, An. coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis sont globalement
responsables de 90% de la transmission du paludisme dans la zone intertropicale africaine et
ont une aire de répartition extrémement vaste sur tout le continent africain (Coetzee et al.
2000, Fontenille et al. 2003). En zone de savane, on les retrouve souvent en sympatrie et tres
bien adaptés a I’homme et a son environnement. Anopheles coluzzii et An. gambiae sont
hautement anthropophiles, s’alimentant préférentiellement sur des humains (Coluzzi et al.
1979). Cependant, An. arabiensis a un comportement beaucoup plus flexible, moins endophile
et moins anthropophile en présence d’hotes alternatifs (Gillies et Coetzee 1987, Tirados et al.
2006) et se rencontre dans les savanes soudaniennes et la zone sahélienne ou elle est adaptée
aux environnements plus secs (Coetzee et al. 2000). Anopheles arabiensis est capable de se
développer dans des zones totalement sauvages, adoptant alors un comportement
exclusivement zoophile. Bien que ces trois espeéces partagent souvent les mémes gites

25



larvaires (Servive 1970, Edillo et al. 2002, Simard et al. 2009), dans les savanes d’Afrique de
I’Ouest, elles tendent a occuper des gites spécifiques. En général, les gites de prédilection de
ces trois especes sont des collections d’eaux douces stagnantes ensoleillées et peu chargées de
matieres organiques. Cependant des études récentes menées au Burkina Faso montrent que
des larves d’An. arabiensis et d’An. coluzzii ont été retrouvées dans des collections d’eau
polluées jusqu’ici inexploitées par ces especes (Fournet et al. 2010). Anopheles coluzzii se
reproduit préférentiellement dans des gites a caractére permanent d’origine anthropique tels
que les zones de rizicultures irriguées (Figure 4) ou elle est présente toute 1’année (Baldet et
al. 2003, Gimonneau et al. 2012). La reproduction dans les gites temporaires représente pour
cette espéce seulement un deuxiéme choix, tandis qu’An. arabiensis et An. gambiae sont plus
adaptées a se reproduire dans les gites temporaires mis en eau par les précipitations tels que
les carrieres de briques ou les ornicres creusées par le passage des véhicules (Costantini et al.
2009) (Figure 4). Des récentes études ont mis en évidence que dans ces habitats temporaires,
I’espéce An. gambiae est plus compétitive qu’An. coluzzii en diminuant son temps de
développement larvaire en présence de compétiteur (An. coluzzii). Toutefois dans les
conditions de I’insectarium, en absence de pression de sélection, An. coluzzii émerge plus
rapidement avec une taille plus grande qu’An. gambiae (Gimonneau et al. 2014). En outre
I’étude de la pression de sélection due a la prédation montre qu’An. coluzzii et An. gambiae
modifient leur comportement en présence d’un prédateur. Anopheles. coluzzii réduit son
activité en présence d’un prédateur favorisant ainsi son succés (Gimonneau et al. 2010,

Gimonneau et al. 2012).
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Figure 3: Le moustique anophéle male Jet femelle @ (Photo Nil Rahola)
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Figure 4: Distribution géographique en Afrique d’An. gambiae, An. coluzzii et An. arabiensis
et illustrations de leurs gites larvaires préférentiels (Source: Frédéric Simard).
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1.2) Facteurs de stress et adaptation des insectes a leur milieu

Dans l'environnement naturel, tout organisme fait face aux fluctuations des facteurs
environnementaux biotiques et/ou abiotiques. Les facteurs abiotiques représentent 1'ensemble
des facteurs climatiques et physico-chimiques environnementaux tels que la température,
I'humidité, le rayonnement solaire ou des concentrations variables de gaz carbonique dans 1'air
(Korsloot et al. 2004, Gillott 2005). Dans la nature, contraintes thermiques et hydriques sont
souvent liées. Quant aux facteurs biotiques, ils représentent les variations de 1’abondance de
nourriture/proies, de prédateurs ou de parasites et tout parameétre li¢ directement aux
interactions avec une ou plusieurs autres entités biologiques (Korsloot et al. 2004, Gillott
2005). Lorsque I’amplitude des fluctuations naturelles de ces paramétres est suffisamment
forte, ils peuvent devenir des contraintes pour les insectes (Denlinger et Armbruster 2014). La
conséquence de cette/ces contrainte(s) est appelée stress. Si l'insecte n'est pas capable de
contourner la condition de stress, sa croissance, son développement, sa fécondité et sa survie
peuvent étre affectés négativement. On considére généralement que la réponse a un stress
possede deux modalités que sont I’évitement et la tolérance. L’évitement consiste a se
soustraire a la contrainte: le systéme biologique s’isole de I’agent stressant. On qualifie un
insecte de tolérant en ce qui a trait a une variable environnementale particuliére s’il supporte
des variations de son milieu interne liées a certains changements de I’environnement externe:
le systéme biologique maintient son fonctionnement malgré la contrainte. Tout changement,
méme mineur, dans l'environnement nécessite une certaine réponse afin que le milieu
intérieur puisse €tre maintenu constant (Schmalhausen II 1949). En dépit de leurs nombreuses
adaptations homéostatiques, les insectes sont occasionnellement obligés de faire face a des
situations qui les poussent aux limites de leur capacité a équilibrer leurs allocations. Par
exemple, pendant certaines saisons de I’année (ou certains moments de la journée), la
température peut atteindre des extrémes de chaleur ou de froid, ou encore une baisse
d’hygrométrie. Une adaptation qui permet d’économiser de I’énergie tout en évitant des
circonstances difficiles et dangereuses consiste a entrer dans un état de torpeur: c’est la
dormance, un état physiologique caractérisé¢ par une activité réduite au minimum et une
diminution du métabolisme (Denlinger 1986, Kostal 2006). Plusieurs types de dormances

peuvent €tre distingués, en particulier la diapause et la quiescence (Tableau I).
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1.2.1) La diapause

La diapause est une véritable adaptation écophysiologique des animaux aux conditions
défavorables du milieu. Elle est trés répandue chez les insectes et autres invertébrés
(Andrewartha 1952, Kostal 2006, MacRae 2010) leur permettant de résister et de survivre aux
variations saisonnicres de I'habitat telles que les basses températures hivernales, les fortes
chaleurs estivales, les périodes de sécheresse ou encore d'absence de nourriture. Elle permet
¢galement de synchroniser les différents stades du cycle de vie avec celui des saisons. Elle est
caractérisée par un état d’arrét de développement induit par des facteurs génétiques endogenes
(effet maternel, expression des genes) et intervient selon les espeéces a un stade précis de
développement. On parle de diapause embryonnaire, larvaire, nymphale ou imaginale
(Denlinger et al. 1972). A I’état de diapause, les insectes ont une physiologie particuliére qui
les met a 1’abri de difficiles conditions environnementales. Ils peuvent donc, sous cette forme
survivre pendant la mauvaise saison. Les traits caractéristiques sont le ralentissement
métabolique, I’inactivité, l'augmentation des réserves énergétiques, et habituellement une
résistance accrue a la perte d'eau et la protection contre les températures extrémes. La
diapause est généralement initiée avant 1’installation des conditions défavorables (Podrabsky
et Hand 1999).

L’hibernation et I’estivation sont les deux termes couramment utilisés pour désigner la
diapause. L’hibernation est une adaptation au froid hivernal et a la rareté¢ des aliments
pendant cette saison, tandis que 1’estivation est un état de torpeur estivale a une période ou la
température est élevée et I’eau rare (Secor et Lignot 2010). C’est une forme de dormance
pendant les saisons seches tropicales, qui peut tre une diapause ou une quiescence (Denlinger
et Armbruster 2014). Les économies d’énergie résultant d’un ralentissement du métabolisme
et d’une baisse de la production thermique sont énormes. Les insectes qui hibernent ou
estivent sont donc en mesure de survivre pendant trés longtemps sur des réserves limitées
d’énergie, emmagasinées dans les tissus de leur corps ou sous forme de réserves. C’est le cas
dans les zones tempérées des moustiques Aedes albopictus, Aedes triseriatus, Aedes siriensis
et Culex pipiens qui entrent en diapause pendant 1’hiver ((Denlinger et Armbruster 2014).
Chez les Culex pipiens, seules les femelles entrent en diapause a 1’état adulte. Quant aux
especes d’Aedes, elles peuvent subir des diapauses embryonnaire et larvaire.

L’hibernation ou I’estivation sont déclenchées par des stimuli environnementaux tels que les
changements saisonniers dans la durée du jour appelée photopériode (Tauber et al. 1986,
Danks 1987), la température ou I’hygrométrie. 11 a été établi que I’apparition a 1’automne,
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dans les populations anophéliennes des régions tempérées froides, de femelles en diapause est
induite par ’action sur les gites larvaires des changements dans I’amplitude et le rythme des
variations journaliéres de 1’éclairement, de la température et de 1’état physico-chimique de
I’eau (Adam et al. 1964).

La diapause est un processus dynamique et non statique qui comprend trois phases
(Andrewartha 1952, Denlinger 2002, Kostal 2006):

- La pré-diapause: c’est I’'induction par des facteurs internes et/ou externes agissant sur
un stade sensible de développement et la préparation a la diapause. Durant cette
phase, les insectes accumulent des réserves pour satisfaire leur demande métabolique
durant la diapause (Hahn et Denlinger 2007). Cette phase se caractérise par une
accumulation de lipides (Adedokun et Denlinger. 1985, Sim et Denlinger 2008) et des
protéines de stockage (Denlinger 2002).

- La diapause proprement dite comprend [D’initiation, la maintenance et la
terminaison. Elle se caractérise par une progression des changements moléculaires et
physiologiques. Le développement est arrété ou grandement retardé et l’insecte
devient insensible a tout signal de développement. La dépression métabolique, la
diminution des réserves énergétiques, I’augmentation de la tolérance a la dessiccation
sont des caractéristiques essentielles de cette phase (Hahn et Denlinger 2011,
Denlinger et Armbruster 2014).

- La post-diapause. Bien que la fitness soit diminuée due aux multiples colits de la
diapause, I’insecte est pleinement capable de répondre aux signaux environnementaux
qui initient le développement.

Des mécanismes hormonaux sont généralement impliqués dans le contrdle de la diapause et
les hormones qui interviennent dans cette régulation dépendent des espéces et du stade
diapausant (Denlinger et al. 2012). Les diapauses larvaire et nymphale résultent d'un déficit
en hormones de mue (ecdystéroides) qui est a l'origine de l'arrét du développement (Denlinger
2002). La diapause observée chez les adultes (diapause de reproduction) est liée a un arrét de
la production d'hormone juvénile (Denlinger 1986) qui est le principal facteur stimulateur de
la gamétogenese. Dans certains cas, la mére dicte a sa progéniture le destin de la diapause:
c’est Deffet maternel qui passe probablement par un message hormonal (Danks 1987,

Mousseau et Dingle 1991).
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1.2.2) La quiescence

La quiescence est un état de vie ralentie déclenché directement lorsque les conditions
ambiantes, comme la température, 1’humidité ou la nourriture deviennent défavorables
(Tauber et al. 1986, Bemis et al. 1987, Podrabsky et Hand 1999, Kostal 2006, Hahn et
Denlinger 2007). A la différence de la diapause (voir tableau I), qui est un état programmé de
développement ralenti, la quiescence est une réponse immédiate a une dégradation soudaine
de la qualité de I’environnement. Réversible, cet état n’est que momentané et cesse deés que

I’environnement redevient favorable.

Tableau I: comparaison entre diapause et quiescence (d’aprés Hahn and Denlinger 2007)

Quiescence Diapause

Réponse immédiate Réponse programmeée et se produit a un stade
précis de développement

Les facteurs environnemenataux affectent | Les facteurs environnementaux modifient

directement le développement indirectement les voies de developpement
Arrét concommittant de développement avec | L’arrét de  développement dure plus
I’arrivée des conditions adverses longtemps que les conditions

evironnementales défavorables

1.2.3) Migration

La migration est I’évitement complet des conditions environnementales défavorables en
quittant 1’espace géographique. Elle est généralement considérée comme une stratégie
alternative a la diapause (Danks 1987, Melody et al. 2008). Dans certaines zones d’Afrique
par exemple, la rythmicité influence les déplacements des especes animales entre les saisons
séches et les saisons des pluies. Sous les climats plus tempérés, la cyclicité des périodes
froides en hiver et des périodes plus chaudes en ¢été est également a la base de nombreux
phénomeénes migratoires dont le but est de répondre aux effets combinés de la diminution des
ressources et des températures contraignantes. Plusieurs facteurs ou stimuli environnementaux
tels que la photopériode, la température ou I’hygrométrie ou des phénoménes et horloges
biologiques sont impliqués dans le déclenchement des phénoménes de migration chez les
insectes. Avant ou pendant la migration, la physiologie des insectes peut étre modifi¢e. Les
insectes peuvent accumuler des réserves d’énergie avant la migration et développer leurs

fonctions locomotrices (Dingle 1974). Les insectes qui migrent accumulent des réserves
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énergétiques en particulier des lipides pour le vol et maintiennent généralement stable leur

métabolisme aérobie.

1.2.4) Réponses phénotypiques apportées par les insectes aux contraintes
environnementales

D’un point de vue fonctionnel, I’adaptation est 1’ensemble des mécanismes phénologiques,
physiologiques, morphologiques et comportementaux que 1’organisme met en place pour se
maintenir dans un statut biologique optimal, réduire les pertes en eau tout en lui conférant une
performance accrue en terme de survie. Malgré les contraintes environnementales qui peuvent
étre séveres, le maintien des populations lors de conditions défavorables est possible grace
aux réponses mises en place, au niveau comportemental, biochimique et physiologique.

(Cloudsley-Thompson 1975, Issartel 2007).

a) Réponses comportementales

Des changements de comportement sont fréquemment associés a la diapause ou lorsque le
milieu ne présente temporairement plus les conditions optimales. Comme 1’a souligné
Slobodkin (1968), «chez les animaux, la réponse initiale a toute perturbation est
comportementale». Si cette réponse €élimine la perturbation, alors il n’y a pas de modification
a un autre niveau. Face a la déssication, en conditions extrémes de températures et d’humidité,
beaucoup d’ectothermes maintiennent une température corporelle stable et constante grace a
des comportements simples: 1) la migration a longue distance vers des zones géographiques
ou régne un climat plus propice (Denlinger 1986); ii) la recherche de microenvironnements
plus favorables au niveau local est certainement la réponse la plus commune (Bale, 2002); iii)
I’agrégation de plusieurs individus (Giokas et al. 2005) permet également d’augmenter
I’humidité locale et de réduire ainsi les pertes en eau au niveau individuel. Elle est associée a
la dormance chez plusieurs especes. C’est le cas des adultes de Stenotarsus rotundus (insecte
Coléoptere tropical) qui forment des aggrégations de plus de 70.000 individus. iv) Certaines
especes d’insectes comme les femelles du moustique Culex pipiens se nourissent

exclusivement de sucre en phase de préparation a la diapause (Bowen 1992).

b) Réponses physiologiques
Chaque organisme possede une quantité limitée d’énergie qu’il peut dépenser pour se nourrir,
échapper a ses prédateurs, réagir aux fluctuations de son milieu (homéostasie), croitre et se

reproduire. C’est ce qu’on appelle 1’allocation énergétique. Avant le début de la diapause, il
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est démontré que plusieurs insectes accumulent des réserves nutritives telles que les lipides
(Reynolds et al. 2012), les sucres et le glycogéne (Arrese et Soulages 2010) pour soutenir leur
métabolisme de base pendant la période défavorable. Cependant, la plupart des ajustements
physiologiques mis en place se traduisent souvent par des changements au niveau de
I’expression protéique ou bien par la synthése et I’accumulation de solutés compatibles. On y
trouve des protéines de réserve telles que les hexamérines dont la plupart, mais pas toutes, ont
une teneur ¢élevée en acides aminés aromatiques et sont donc classés comme arylphorines
(Tang et al. 2010). Le stress amene les organismes a produire ou accumuler des molécules
ayant un rdle de protection. Ainsi, la synthése de composés solubles de faible poids
moléculaire appelés solutés compatibles constitue une réponse physiologique commune a de
nombreuses contraintes (Yancey 2005, Clark et al. 2009). Ces composés sont osmotiquement
actifs et ils peuvent s’accumuler a de trés hautes concentrations dans le cytosol sans pour
autant interférer avec le métabolisme cellulaire. Parmi ces substances, on retrouve notamment
des polyols (glycérol, sorbitol myo-inositol notamment), des sucres (tel que le tréhalose) mais
aussi certains acides aminés (proline ou alanine en particulier). En outre la synthése des
protéines de stress (LEA, HSP) et des antioxydants (Feder et Hofmann 1999, Hoffmann et al.
2003) est trés fréquemment surexprimée chez les insectes exposés aux fortes températures.
Les réponses biochimiques peuvent quant a elles se traduire par des ajustements de la
composition des lipides membranaires, afin de maintenir la fluidité nécessaire au bon

fonctionnement des cellules.

¢) Réponses morphologiques

Il existe de nombreuses adaptations morphologiques aux milieux arides. D’abord il y a les
adaptations qui se traduisent par une réduction des pertes d'eau par respiration (Cloudsley-
Thompson 1975), mais aussi par transpiration. Par exemple, il est connu que les spiracles de
certains insectes et tiques vivant en milieux arides ont tendance a étre petits et souvent
submergeés ou cachés. C’est ainsi que les spiracles des coléopteres xérophiles sont recouverts
d'excroissances qui sont censées empécher la diffusion des molécules d'eau, de I'oxygene ou
du dioxyde de carbone (Hadley 1972). Le temps de développement larvaire est généralement
long chez les espéces qui entrent en diapause leur permettant d’accumuler plus de réserves et
atteindre de tailles plus grandes (Denlinger et Armbruster 2014). C’est le cas observé chez

Culex pipiens (Zhang et Denlinger 2011).
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1.2.5) Survie des anophéles pendant la saison séche

Dans les zones de savane tropicale, la dynamique de la transmission du paludisme est
largement fonction de la dynamique des populations des vecteurs qui elle-méme, suit les
variations saisonnicres. En effet, la distribution spatiale et temporelle des anopheles dépend
de la disponibilité des gites larvaires (Delmont 1982) dont la plupart disparait en saison séche.
Dans les zones ou les gites larvaires sont pérennes telles les zones de cultures irriguées, An.
coluzzii se maintient durant la saison séche et assure la transmission du paludisme (Baldet et
al. 2003, Gimonneau et al. 2010), alors que les populations d’4n. arabiensis et d’An. gambiae
demeurent en dessous du seuil de détection des méthodes et techniques classiques
d’échantillonnage jusque la utilisées. Pourtant dés que les gites larvaires sont en eau, peu de
temps apres les premicres pluies, leurs populations augmentent de manicre explosive (Diagne
et al. 1994, Simard et al. 2000, Koenraadt et al. 2003). Cette brusque augmentation des
populations d’anophé¢les suppose que certains individus subsisteraient pendant la saison séche
(Simard et al. 2000, Minakawa et al. 2001). Il est clairement établi que les stades pré-
imaginaux (ceufs, larves ou pupes) survivent seulement quelques jours en conditions séches
(Beier et al. 1990, Koenraadt et al. 2003). Par conséquent ils ne peuvent traverser la longue
saison seche sahélienne caractérisée par une faible hygrométrie et une température élevée.
Une autre hypothése est que ces espéces se réfugieraient dans des habitats favorables qui ont
jusqu’ici échappé a I’échantillonnage pourtant intensif mené par certains auteurs dans les
zones concernées (Charlwood et al. 2000). Certaines données anciennes et controversées,
suggerent 1’existence d’une «dormance» a 1’état adulte qui pourrait permettre le maintien,
localement, de ces populations d’anopheles (Holstein 1954, Omer et Cloudsley-Thompson
1970). Ces ¢études ont montré que les males ne sont pas rencontrés durant cette période et que
seules les femelles pouvaient étre échantillonnées. Ces derniéres réduiraient au strict
minimum leurs activités et développeraient leurs ovaires de manicre trés ralentie. Dés le
retour des conditions favorables, elles seraient capables de pondre les ceufs ainsi développés
d’une saison a ’autre, assurant le maintien de I’espeéce dans une zone pourtant hostile a sa
survie une grande partie de I’année (Pages et al. 2007). Il existe ainsi trés peu d’études
consacrées a I’écologie des anopheles pendant la période défavorable de la saison seéche
(Jawara et al. 2008, Denlinger et Armbruster 2014). Des études récentes ont démontré qu’An.
coluzzii était capable de survivre pendant toute la saison seche dans la zone sahélienne du
Mali (Lehmann et al. 2010). En effet, aprés marquage-lacher-recapture, une femelle d’An.
coluzzii marquée en fin de saison des pluies a pu étre capturée au début de la saison des pluies
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suivante, soit apreés une période d’estivation de 7 mois alors que la longévité des adultes ne
dépasse généralement pas quelques semaines (Gillies et De Meillon 1968, Lehmann et
Diabaté¢ 2008). Par ailleurs, par des expériences de traitement des villages par des
pyréthrinoides, ces mémes auteurs ont montré que seules les densités d’An. coluzzii étaient
affectées par ces traitements. D’autre part, le taux métabolique d’An. coluzzii était trés faible
pendant la saison séche (Huestis et al. 2011, Huestis et al. 2012). Dans leur ensemble, ces
travaux confortent I’hypothése qu’An. coluzzii persisteraient sur le terrain dans un état de vie
ralentie appelée diapause (estivation), quand ceux d’An. gambiae et An. arabiensis opteraient
pour une migration/recolonisation en début de saison des pluies a partir des zones voisines
plus favorables (Adamou et al. 2011). Cependant trés peu des données existent sur les
mécanismes physiologiques, métaboliques, morphologiques et comportementaux sous-jacents
ces stratégies de survie. Ces manques se doivent de retenir davantage ’attention, d’autant plus
que les échecs enregistrés lors des campagnes de lutte contre les vecteurs du paludisme sont le
plus souvent liés a des connaissances trop limitées de la bioécologie des anopheles. Ainsi, au
regard des objectifs fixés, une démarche méthodologique combinant un ensemble

d’approches, de techniques et de méthodes doit étre mise en ceuvre.
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CHAPITRE 2: MATERIEL ET METHODES
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1) Cadre de I’étude

1.1) Le Burkina Faso

Le Burkina Faso est un pays sahélien situé¢ au cceur de I'Afrique de 1'Ouest entre 5°30° de
longitude ouest et 2°40° de longitude est et entre 9°30° et 15°15° de latitude nord. Sa
superficie est de 274 000 km®. Il est encadré, au nord et a l'ouest par le Mali; & l'est par le
Niger; au sud, ses fronti¢res longent le Bénin, le Togo, le Ghana et la Cote d'Ivoire.

Le climat du pays est tropical de type soudano-sahélien. Par-dela la grande irrégularité des
précipitations, aussi bien d’un lieu a I’autre (350 mm au nord contre 1000 mm au sud-ouest)
qu’en années successives, la violence du contraste saisonnier est saisissante. Trois, quatre ou,
plus rarement, six mois de pluies, centrés sur le plein été, apportent une lame d’eau. Le reste
de I’année constitue une trés longue saison seche, ou il peut ne pas tomber une seule goutte
d’eau. Du fait de I’absence de couverture nuageuse et de I’intensité du rayonnement terrestre
de grande longueur d’onde, les nuits sont froides, notamment de décembre a février-mars. En
revanche, durant I’aprés-midi, tout spécialement entre mars et mai, la température grimpe
couramment a 35, voire 40°C sous abri, faisant redouter des manifestations d’hyperthermie et

de déshydratation, surtout a I’effort et lorsque 1’air ambiant est pauvre en vapeur d’eau.

1.2) Sites d’étude

L’ensemble de nos travaux se déroule en utilisant des populations de moustiques provenant
d’une zone éco-climatique ou des études pionni€res concernant les stratégies développées par
An. gambiae s.l. en saison seche ont €té menées dans les années 50 (Holstein 1954), a savoir
la zone de savane située autour de Bobo-Dioulasso, dans le Sud Ouest du Burkina Faso. La
pluviométrie annuelle varie de 1000 a 1200 mm et se concentre sur les mois de mai a octobre
Nous avons principalement focalisé nos études sur deux zones contrastées (Figure 5) pour la
dynamique de leurs populations anophéliennes:

1) la région de Bama (11°24' N ; 04°24"' W), village situé a une trentaine de kilomeétres au
Nord Ouest de Bobo-Dioulasso, caractérisé par la présence d’un large complexe rizicole
¢tabli a la fin des années 1970 et ou se pratique I’agriculture irriguée sur plus de 1200 ha.
Anopheles coluzzii est largement majoritaire dans ce biotope et est présente toute 1’année
(Baldet et al. 2003, Gimonneau et al. 2012).

2) le village de Soumousso (11°00' N, 4°02' W) situé a une trentaine de kilometres a I’Est de
Bobo-Dioulasso, ou An. gambiae et An. arabiensis sont abondants en saison des pluies, et

introuvables ou trés rares en saison seche (Robert et al. 1987, Diabaté et al. 2002, Diabaté
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et al. 2004, Dabir¢ et al. 2009). Anopheles coluzzii est également présent et adopte une

dynamique saisonnicre dans cette localité également.

Localisation des sites
d'étude
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Figure 5: Localisation géographique des sites d’étude
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2) Méthodologie

2.1) Approche de terrain: étude en conditions naturelles

Pour cette approche, nous sommes partis des postulats suivants, émis a la lecture de nombreux
articles documentant la mise en place de stratégies de survie chez les invertébrés (Denlinger
1986): 1) la mise en place de stratégies de survie par les populations naturelles de moustiques
s’accompagne nécessairement d’un «trade-off» entre longévité et reproduction (phénotype de
dissociation ou discordance gonotrophique) et requiert [’accumulation de réserves
nutritionnelles 1i) I’intégration du stimulus ou des stimuli induisant la mise place de ces

stratégies particulicres se fait des les premiers stades larvaires, voir méme par effet maternel,
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et 1i1) on attend des différences de phénotypes entre sites «permanents» et «temporaires» et

entre especes du complexe An. gambiae s.1.

2.1.1) Collecte des moustiques sur le terrain

i) Collecte des larves

Des collectes de larves aux stades tardifs de développement (stade 3, stade 4 et pupe) ont été
effectuées a Bama et Soumousso au cours des années 2010 et 2011. Ces stades de
développement du moustique sont supposés avoir déja recu et intégré le ou les stimuli qui
conduisent I’adulte a initier une stratégie de survie. Les collectes sont effectuées avec un pas
de temps de 15 jours a partir de la période transitoire entre la saison des pluies et la saison
séche (novembre — décembre), période au cours de laquelle les stimuli (hausse de la
température, baisse de 1’hygrométrie, diminution de la durée du jour, élévation de densité
larvaire dans les gites dus a leur rapide réduction de taille en conditions arides) susceptibles
de déclencher I’initiation des stratégies de survie chez les moustiques sont présents. Les larves
et pupes sont prélevées a I’aide de louches dans des collections d’eau présentant de fortes
densités larvaires. Ces gites de développement larvaire, de diverse nature, étaient entre autres
des orniéres remplies d’eau de pluies au bord des pistes, des empreintes de sabot de bétail, des
trous a banco, des flaques d’eau stagnante au niveau des ponts ou des bas-fonds des riviéres.
Les larves et pupes ainsi collectées (Figure 6A) sont transférées le jour méme dans des cages
de transplantation (Figure 6B) installées au niveau d’un gite larvaire encore en eau a Bama
(Figure 6B). La trace de la localité de prélévement des larves est préservée. Des collectes en
périodes favorables, servant de controle sont également éffectuées en saison des pluies
(septembre). Les adultes émergents (entre 1 a 4 jours apres la transplantation des larves) sont
collectés aux premieres heures du jour a I’aide de tubes a hémolyse et identifiés comme
faisant partie du complexe Anopheles gambiae s.l. a 1’aide de clefs d’identification
morphologiques. Males et femelles ayant émergé le méme jour sont alors transférés dans des
cages d'insectarium classiques disposées dans la serre grillagée de Bama (voir paragraphe 2.3
ci-dessous), ou les conditions environnementales se rapprochent de celles percues par les
insectes sauvages. Les moustiques sont nourris ad libitum de glucose 5%. Les repas sanguins
sont offerts aux moustiques sur des lapins entravés, aux 2°, 4°, 6°, 8° et 10° jours aprés
émergence. Les moustiques morts et les femelles n’ayant pas pris de repas de sang sont retirés
chaque jour dans chaque cage et pour chaque localité. Deux jours apreés le dernier repas
sanguin (i.e. au quatorzieme jour apres émergence) chaque cage est ramenée du terrain au
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laboratoire (Centre Muraz/IRSS, Bobo Dioulasso). Les femelles sont alors prélevées puis
tuées au froid (-20°C) avant d’étre conditionnées et conservées dans le congélateur a -80°C
pour les analyses ultérieures (détermination de 1’espéce et/ou forme moléculaire, dissections
pour examen du statut gonotrophique et observation du corps gras, analyses

morphométriques.

Figure 6: Collecte des larves d’An. gambiae s.1. dans les gites larvaires (A) et transplantation
dans un gite naturel encore en eau (B) (Photo Karine Mouline)

ii) Collecte des adultes émergents pour dosages métaboliques

Afin de suivre la dynamique d’allocation des réserves énergétiques accumulées pendant la vie
larvaire, les adultes sont collectés au début, pendant et en fin de saison des pluies pendant la
premiére heure de leur vie adulte, aprés émergence: ainsi, les pupes sont collectées sur le
terrain et placées dans des bassines contenant I’eau des gites larvaires correspondants a des
densités moyennes de 100 pupes par bassine, afin d’éviter I’effet d’élévation de densité
larvaire dans les gites dus a leur rapide réduction de taille en conditions arides ou
«crownding». Les bassines sont alors placées a I’intérieur de cages a émergence couvertes de
tulle moustiquaire et controlées réguliérement jusqu’a I’apparition des premiers émergents.
Dés cet instant, les cages sont vérifiées toutes les heures et les imagos émergés sont prélevés a
I’aide des tubes et immédiatement stokés dans 1’azote liquide. De retour au laboratoire, les
tubes contenant les moustiques sont conservés a -80°C pour analyse ultérieure. Les collectes
ont été effectuées en 2011 en début de saison des pluies (mai), mileu de saison des pluies

(aolt) et en fin de saison des pluies (novembre). Seules les femelles ont fait I’objet d’analyses.
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2.1.2) Mesure des paramétres environnementaux

Parallélement a la collecte des données entomologiques et du matériel biologique sur le
terrain, les parametres environnementaux sont suivis en continu dans nos sites. Une station
météorologique de type Davis® Vantage Pro2 (Davis Instruments, Hayward, CA, U.S.A) est
installée dans chaque localit¢ de collecte. Ainsi, les variables climatiques incluant la
température (°C), I’humidité relative (%), la pluviométrie (mm), la pression atmosphérique
(mmHg), la vitesse (m/s) et la direction du vent (°), sont mésurées en continu et enregistrées

heure par heure pendant toute la durée de 1’étude.

2.1.3) Détermination des stades de développement ovarien et présence/absence de graisse
sous-cuticulaire chez les femelles

Les femelles collectées au 14° jour aprés quatre repas de sang sont déposées dans une goutte
de liquide physiologique et leur abdomen disséqué afin d’en extraire les ovaires. Les stades de
développement des follicules ovariens sont déterminés suivant la classification de Christopher
(Figure 7) décrite par Detinova (1962). Les stades IV et V sont déterminés directement sous la
loupe binoculaire (grossissement x 40). Les stades I a III sont déterminés par observation sous
microscope (grossissement x100 et x200). La présence ou non d’une masse de graisse sous la
cuticule (hypertrophie du corps gras) et de gouttelettes lipidiques est également observée

directement sous la loupe binoculaire (Figure 8).
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Figure 7: Stades de Christophers des ovocytes. Les chiffres indiquent les différents stades de
développement (Detinova 1962)

Figure 8: Phénotypes d’accumulation de graisse sous-cuticulaire chez An. gambiae s.l:
présence (A), absence (B) et goutelettes lipidiques (C) (Photo Karine Mouline)
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2.1.4) Détermination du statut d’insémination des femelles

Le statut d’insémination des femelles est déterminé selon la méthode de Tripet et al. (2001).
Le dernier segment de 1’abdomen est prélevé et immergé dans I’éthanol a 70% pendant 5
jours. La spermathéque est alors extraite du segment abdominal et ouverte afin d’observer la

présence ou non d’une boule de sperme (formée au contact de 1’éthanol).

2.1.5) Identification moléculaire des espéces

Pour chaque femelle disséquée ou utilisée pour des dosages, les pattes sont prélevées afin de
déterminer le statut d’espece et la forme moléculaire a ’aide de la technique d’amplification
en chaine par polymérisation (PCR) décrite par Santolamazza et al. (2008) (voir protocole en

annexe 2).

2.1.6) Dissection des ailes et morphométrie géométrique

Les deux variables métriques utilisées pour caractériser la morphologie des ailes et les
interactions possibles avec I’environnement sont la taille et la forme. Les ailes utilisées ici
sont celles des moustiques collectés sur le terrain @ Bama et Soumousso en 2011 et élevées in
situ pour 1’observation des phénotypes de développement ovarien et d’accumulation de
graisse sous-cuticulaires (paragraphes ci-dessus). Ainsi, les ailes de chaque femelle disséquée
sont prélevées (détachées du thorax) a 1’aide d’aiguilles de dissection, sous la loupe
binoculaire, et placées (scellées) entre lame et lamelle. Ces ailes sont photographiées a 1’aide
d’une camera connectée a la loupe binoculaire (Leica, grossisement X10). Les images sont
ensuite analysées grace au logiciel CLIC «Collecting Landmarks for Identification and
Characterization» (disponible sur le site http://www.mpl.ird.fr/morphometrics/clic/index.html)
qui implémente une méthode de morphométrie géométrique appelée Superposition Procrustes
(voir Dujardin et al. 2010). Douze points repéres ou «landmarks» sont définis pour tous les
individus (Figure 9). Chaque aile est ensuite digitalisée en utilisant le module COO
«Collection of cOOrdinates» du logiciel. La conformation de ces points reperes, caractérisée
par les coordonnées (x,y) de chacun des points, est supposée contenir la plus grande part
d’information concernant la forme de I’objet initial. A 1’aide du module MOG
«MOrphometrica Geometricay», les coordonnées de ces points sont soumis a la superposition
Procuste généralisée: standardisation de 1’échelle (mise a I’échelle), superposition de leurs
centres de gravités (translation) et une rotation autour de ce centre, permettant d’optimiser la
superposition. Les nouvelles coordonnées dites coordonnées Procrustes servent de base pour
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les analyses de taille et de forme. La taille des ailes dans son ensemble est évaluée par
l'estimateur isométrique appelé taille centroide («Centroid Size») définie comme la racine
carrée de la somme des carrés des distances de chaque point repére au centre de gravité de la
configuration (Dryden et Mardia 1998). Chez les moustiques (et in extenso chez les Dipteres),
la taille de I’aile est considérée comme un index de la taille de ’individu (Briegel 1990,
Fernandes et Briegel 2005). Les variations dans la forme des ailes sont analysées par
superposition des conformations moyennes des ailes et observation des différences dans la
position des points reperes. L'effet allométrique (relation entre la taille et la forme) a été testé
par régression des coordonnées Procrustes et de tailles centroides de 1’aile (Camara et al.
2006). Les différences entre les espéces et saisons ont été analysées en comparant par un t-test
implémenté dans module VAR du logiciel CLIC, les moyennes et les variances des tailles ont

¢été obtenues apres correction de Bonferonni.

Figure 9: Aile d’An. gambiae s.1 et position des points repéres ou « landmarks » sélectionnés
(Photo Mamai Wadaka)

2.1.7) Dosage des réserves nutritionnelles

i) Extraction

Les différentes réserves nutritives sont dosées par colorimétrie suivant le protocole décrit par

Rivero et al. (2007) et modifié par Mouline et al. (2012). Les moustiques sont enlevés du

congélateur et broyés individuellement dans un tube eppendorf contenant 70 pL. de méthanol.

On y ajoute 120 pL de méthanol et on agite au vortex. Le broyat ainsi obtenu est divisé en

deux parties de 70 pL chacune dont I'une est destinée au dosage des protéines. A 1’autre

partie, on ajoute 680 puL. de mélange méthanol-chloroforme (1:2), puis 100 uL de sulfate de
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sodium. On centrifuge a 13 000trs/min pendant 15 min. Le surnageant est divis¢ en deux
parties ¢égales de 350 upL qui serviront pour le dosage des lipides et des sucres,

respectivement, pendant que le culot est récupéré pour 1’analyse du glycogene.

ii) Dosage des protéines

Au tube contenant 70ul du broyat initial, 730 uL de liquide physiologique, puis 200 uL du
réactif de Bradford sont ajoutés successivement. On attend 15 min d’incubation a température
ambiante pour permettre le développement de la coloration bleue. L’absorbance (DO) est lue
au spectrophotomeétre a la longueur d’onde de 595 nm et la concentration en protéines est
déterminée en utilisant la courbe d’étalonnage établie a partir d’'une gamme standard

d’albumine de serum bovin (BSA) (entre 0 et 17,5 pg).

iii) Dosage des lipides

Le tube contenant 350 pL de surnageant (voir ci-dessus) est mis a évaporer jusqu’a
dessication compléte dans les blocs chauffants a 95°C. On y ajoute alors 37,5 pl d’acide
sulfurique a 96% puis le mélange est chauffé dans des blocs chauffants a 95°C pendant cinq
minutes. Aprés refroidissement on ajoute 1000 pl de Vanilline puis on attend 10 a 15 min
pour lire la DO a 525 nm apres développement d’une coloration rouge caractéristique. Une
courbe d’étalonnage obtenue a partir de ’huile végétale commerciale permet de calculer la

concentration en lipides (entre 0 et 17,5 pg).

iv) Dosage des glucides

Le tube destiné au dosage des sucres est égalment placé dans les blocs chauffants a 95°C en
¢vitant la dessication compléte de son contenu (une goutte doit rester au fond du tube). 1000
pL d’anthrone sont ajoutés et le mélange est chauffé pendant 15 min. Apres refroidissement,
une coloration rougeatre se forme et la DO est lue a 625 nm. La concentration en glucides des
échantillons est déteminée a partir de la courbe d’étalonnage obtenue avec des concentrations

standards de glucose (entre 0 et 30 pg).

v) Dosage du glycogene

Le tube contenant le culot de centrifugation (voir ci-dessus) est renversé sur du papier
absorbant pour €éliminer le reste de solvant. Le culot est resuspendu directement dans 1000uL
d’anthrone et le mélange est chauffé pendant 15min a 95°C, puis on laisse refroidir. Une

coloration bleu-vert caractéristique se forme dont la DO est lue a 625nm. La concentration en
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glycogene est calculée a partir d’une équation de droite d’étalonnage obtenue avec du glucose

(entre 0 et 30 pg).

2.2) Approche expérimentale: étude en conditions contrélées a partir de colonies
d’insectarium

Pour cette approche, le postulat est le suivant: (i) les routages métaboliques vers la survie ou
la reproduction sont mis en place rapidement apres 1’émergence (pendant les 24 premiéres
heures) (ii) on attend des signatures physiologiques différentes entre les especes du complexe
An. gambiae s.l., entre les males et les femelles, et entre des individus élevés en conditions

contrélées mimant la saison des pluies ou le début de la saison séche.

2.2.1) Protocole expérimental

i) Reproduction des conditions environnementales dans les enceintes climatiques

Deux enceintes climatiques (Sanyo MLR 315H, Sanyo Electric Co., Osaka, Japon) (Figure
10) ont été programmeées pour reproduire les conditions climatiques enregistrées en continu
sur le terrain 2 Bama a 1’aide d’une station météorologique de type Vantage Pro 2 (Davis
Instruments, Hayward, CA, U.S.ACIMA). Nous avons ainsi mimé les conditions
environnementales (température, photopériode et humidité) mesurées sur le terrain pendant la
saison des pluies (aout-septembre) et pendant le début de la saison seche (novembre-
décembre). Nous avons réalisé les moyennes de température et d’humidité relative par heure

pour chacune des saisons (Figure 11) (Mouline et al. 2012).

ii) Elevage des colonies dans les enceintes climatiques

Les colonies d’An. coluzzi, An. gambiae et An. arabiensis €levées en routine a I’insectarium
de I'IRSS de Bobo-Dioulasso (température de 27+1 °C, 80+10% d’humidité relative et
alternance jour/nuit de 12h) ont été utilisées pour cette ¢tude. Ces colonies sont établies a
partir des femelles gravides collectées sur le terrain.

1. La colonie d’An. coluzzii, provient de VK7, zone rizicole de la vallée du Kou (11°23 N,
4°24 0). Cette colonie a été établie en aott 2008.

2. La colonie d’An. gambiae, provient du village Soumousso (11°1 N; 4°3 O) et a été établie
en 2009.

3. La colonie d’An. arabiensis a été établie en 2009 a partir d’individus de Dioulassoba, un

quartier de Bobo Dioulasso (11°10 N, 4°17 O).
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Pour chaque colonie et pour chaque condition expérimentale, des ceufs ont été simultanément
mis a éclore dans des bacs de plastique translucide (21.5%x16x9.5 cm) contenant 11 d’eau de
source. Dés 1’éclosion des ceufs, les larves de stade 1 sont réparties dans de nouveaux bacs a
une densité de 150 larves par bac et nourries ad libitum avec de la nourriture pour alevins de
poissons (Tetramin®).

Les pupes sont collectées et placées dans des gobelets remplis au quart d’eau de source et
couverts de tulle moustiquaire. Ils sont alors controlés toutes les heures afin de collecter les

adultes néonates dans 1’heure qui suit ou exactement 24h apres leur émergence.

\

e Y
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I

Figure 10: Enceinte climatique permettant 1’élevage des moustiques en conditions controlées
(Photo Mamai Wadaka)
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Figure 11: Conditions environnementales de température (rouge), d’humidité relative (vert) et
de luminosité reproduites dans les chambres climatiques et mimant les conditions de saison
des pluies (SP) et de saison seche (SS) a Bama

iii) Collecte des individus

Pour chaque condition expérimentale, chaque maéle et chaque femelle collecté¢ a I’émergence
est réparti a I’aide d’une table de hasard dans les différentes modalités: «1h» ou «24h» apres
émergence. Les individus destinés a la modalit¢ «lh aprés émergence» sont collectés
immédiatement. Les individus destinés a la modalité «24h aprés émergence» sont disposés
dans des gobelets fermés avec de la tulle moustiquaire et ont acces a de 1’eau uniquement. Ils
sont collectés un jour exactement apres leur émergence, a I’heure pres. Les individus sont tués
dans le congélateur (-80°C pendant deux minutes) et stockés dans des tubes référencés gardés
a -80°C en attendant les mesures physiologiques ultérieures (voir ci-dessous).

Pour chaque condition expérimentale, des individus de chaque espece ont été nourris avec du
jus sucré jusqu’au dixieme jour apres €émergence pour des observations morphologiques. Les

moustiques sont conservés dans de 1’éthanol a 70% (vol/vol) jusqu’aux analyses.

2.2.2) Analyse métabolomique

Les métabolites ont ét¢ analysés par la technique GC-MS (Gaz Chromatography-Mass
Spectrometry), une technique qui combine les performances de la chromatographie en phase
gazeuse et de la spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément de

nombreux composés. Ces analyses ont été réalisées a I’université de Rennes 1, UMR CNRS
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6553 ECOBIO (Ecosystemes, Biodiversit¢, Evolution), équipe Paysaclim (Paysages-

changements climatiques-biodiversité).

i) Démarche expérimentale

Nous avions au total 24 modalités différentes (3 espéces, 2 conditions expérimentales, 2
sexes, 2 ages). Dix réplicats biologiques (groupes de 5 spécimens) ont été analysés pour

chaque modalité, ce qui fait en tout 240 spécimens analysés.

ii) Extraction des métabolites

Avant le processus d’extraction, cinq specimens (ou six, si poids frais < 1 mg) sont mis dans
un tube eppendorf. Les moustiques sont ensuite lyophilisés pendant 72 h (Lyovac™ GT3) et
pesés a I’aide d’une micro-balance (Mettler Toledo GmbH©, Greinfense, Switzerland, d= 0,1
pg, max= 2,1). Deux billes de tungsténe sont introduites dans chaque tube pour
homogénéisation au «bead-beating» (Retsch MM301, Retsch GbmH, Haan, Germany) a une
fréquence de 30 agitations par seconde pendant 1,5 min. L’homogénéisation des échantillons
s’effectue dans 300 pl de méthanol-chloroforme froid (2:1 vol:vol, a -20°C). Les échantillons
homogénéisés sont mis au congélateur a -20°C pendant 10 min. Deux cent microlitres d’eau
ultra pure froide (4°C) sont alors ajoutés au broyat. Les tubes sont agités au vortex, puis
centrifugés pendant 5 min a 8 000 trs/min a 4°C. On obtient ainsi deux phases distinctes: la
phase aqueuse (méthanol-eau) qui contient les composés polaires (sucres, polyols, acides
aminés, métabolites intermédiaires) et la phase organique (chloroforme) qui contient les
composés non polaires (lipides). Un volume de 150ul du surnageant (phase aqueuse)

contenant les métabolites est alors récupéré et stocké a -20°C avant analyse.

iii) Dérivation et identification des composés

Les extraits sont évaporés sous vide (Speed Vac Concentrator, MiVac, Genevac Ltd., Ipswich,
England) a température ambiante. Les résidus sont alors repris dans 15puL de méthoxyamine
de pyridine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) que ’on laisse a 40°C pendant 1,5 heure et
auxquels on ajoute 15uL. de MSTFA (bis (trimethylsylil)trifluoroacetamide, Sigma) a 37°C
pendant 30 min. La méthoxyamine de pyridine permet de casser les composés cycliques
tandis que le MSTFA (un hydrogéne actif est remplacé par un groupe alkylsilyl) rend les
composés volatiles. Les solutés sont alors séparés, identifiés et quantifiés par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométriec de masse (GC-MS). L’intégration et la

détermination des pics des chromatogrammes sont réalisées sous le logiciel Xcalibur™
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v2.0.7 (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA). Les concentrations des
métabolites sont déterminées en utilisant les courbes de calibration des composés de

référence. L’arabinose est utilisé comme standard interne.

2.2.3) Analyse des hormones ecdystéroides

Pour chaque modalité étudiée, deux moustiques ont été regroupés pour constituer un
échantillon, et chaque échantillon a été réalisé en deux réplicats. Les échantillons ont été
lyophilisés pendant 72 h (Lyovac™ GT3) et pesés a l'aide d'une micro-balance (Mettler
Toledo GmbHO, Greinfense, Switzerland, d= 0,1 pg, max= 2,1 g) et broyés dans 250 ul de
méthanol froid (-20°C), au «bead-beating» a 25 agitations par seconde pendant 1,5 min. Apres
centrifugation a 8000 g pendant 5 min a 4°C, 200 pl du surnageant sont prélevés auxquels on
ajoute 250ul d’un mélange de méthanol: eau ultrapure (70/30) froid (- 20°C). Les tubes sont
vigoureusement agités au vortex et centrifugés a 8000 g pendant 5 min a 4°C. Le surnageant
est prélevé et concentré sous vide, puis stocké a -80°C. Les extraits sont alors envoyés dans de
la carboglace a I’Université de Paris 6 (collaboration avec Dr. Catherine Blais, UPMC — UMR
1272 PISC, Equipe Physiologie de l'Insecte - Signalisation et communication) pour des

dosages immunoenzymatiques (EIA) des hormones ecdystéroides.

2.2.4) Analyse morphologique des spiracles par microscopie électronique a balayage
(MEB)

Cette étude a été réalisée sur les moustiques élevés dans les enceintes climatiques. Les
¢chantillons (femelles de 10 jours) préservés dans 1’éthanol a 70%, sont déshydratés par des
bains successifs (environ 30 min chacun) de concentration croissante d’éthanol (80, 90, 95 et
100%), puis a ’acétone (Gothe and Schdl 1992). Ils sont ensuite séchés en appliquant aux
¢chantillons une température et une pression de plus en plus élevées, jusqu'a ce que le liquide
contenu dans les moustiques se transforme en gaz sans endommager les tissus. L'intégrité des
strucutres cellulaires est ainsi préservée. Cette étape, appelée déshydratation au point critique,
utilise du CO, liquide dans un appareil de sechage (Balzers Union FL-9496
Balzers/Furstentum Liechtenstein, Allemagne). Les échantillons sont observés au microscope
¢lectronique a balayage (JEOL SJS-6301F, Japan) aprés une étape de métallisation a 1’or-
palladium par pulvérisation cathodique au sputter (FINE COAT ion sputter JFC-1100, JEOL,
Japon).
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2.3) Approche en conditions semi-naturelles: études in situ de la dynamique des
populations d’anophéles dans une serre grillagée

2.3.1) Construction et aménagement de la serre

La serre grillagée 15 x 8 x 4,5 m (L x I x h) (Figure 12A) a été construite en 2010 en bordure
de la zone rizicole de Bama (quartier VK7). L’entrée de la serre est constituée d’un sas de
sécurité permettant d’éviter le passage des moustiques. La serre a été aménagée en y
reproduisant 1’écosystéme environnant (Knols et al. 2002). Cinq gites larvaires (diamétre: 30
cm, profondeur: 20 cm) ont été construits a I’aide de baches plastiques enfouies dans le sol
afin d’étanchéifier la structure. L’alimentation en eau de ces gites se fait a partir de 1’eau des
pluies receuillies dans des cuves munies d’entonoir et préalablement filtrée. Elle est arretée en
fin décembre au moment ou les gites environnants commencent a s’assécher. Nous avons
introduit des espéces de plantes trouvées classiquement dans la zone comme source de repas
sucré pour les moustiques (Gouagna et al. 2010): Alamanda violacea (Apocynaceae), Banana
musa (Musaceae), Bougainvillae glabra ‘Variegata’(Nyctaginaceae), Carica papay
(Caricaceae), Cassia sieberiana DC, Khaya grandifoliola (Meliaceae), Lantana camara
(Verbenaceae), Mangifera indica (Anacardiaceae), Thevetia neriifolia (Apocynaceae), Zea
maiz.

Des canaris et des parpaings ont éte placés en plusieurs points de la serre pour offrir des gites
potentiels de repos aux moustiques. Des marqueurs visuels d’essaimage ont aussi été disposés
pour la formation des essaims. Une case circulaire y a été construite selon les modeles
d’habitation locale (diametre: 2,45 m, hauteur: 1,8 m). Le mur est en banco avec un toit
conique fait de chaumes. Un veau est introduit dans la serre grillagée chaque nuit comme
source de repas sanguin pour les femelles. Les conditions climatiques (température, humidité,
rayonnement) a I’intérieur de la serre et a ’intérieur de la case en banco sont enregistrées en
continu par des stations météorologiques de type Vantage Pro2. Enfin, les moustiques (F0)
sont introduits dans la serre pendant la saison des pluies. Ces moustiques sont issus des
femelles gravides collectées a I’intérieur des maisons a Bama et a Soumousso. Elles sont
mises en pondoir individuel a ’intérieur de la serre. Apres la ponte, les femelles sont tuées et
identifiées par PCR (Santolamazza et al. 2008) et les ceufs ou larves sont regroupés par espeéce
dans des bassines et €lévés selon les procedures d’usage de I’insectarium jusqu’a 1’emergence
des adultes. Le jour apres I’émergence, males et femelles sont comptés et lachés dans la serre

a partir du point central.
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2.3.2) Suivi actif des populations d’anophéles

Des visites régulieres (deux fois par semaine) sont effectuées dans la serre pour suivre la
dynamique des populations introduites. Les adultes au repos sont recherchés pendant un
temps fixe (20 min) tout au long de ’année a I’intérieur de la serre (gites de repos), de I’abri-
veau et de la case en banco. La formation des essaims au crépuscule est aussi reportée. Les

gites larvaires sont inspectés et des prélévements de larves sont effectués tous les 15 jours.

Les spécimens collectés sont identifiés par PCR (Santolamazza et al. 2008).

Figure 12: Photographies du systéme semi-naturel (malariasphere) : structure externe (A),
case en banco (B), gite larvaire (C), gites de repos (C, D, H), végétation (de B a I), abri pour
le veau et marqueurs d’essaimage (G), station météorologique et dispositif d’élevage (I)
(Photo Mamai Wadaka).

2.4) Analyses statistiques des données
Pour comparer les différences de dissociation gonotrophique ou d’accumulation de graisse
sous-cuticulaire, nous avons utilisé¢ le test des proportions prop.test du logiciel statistique R

2.13.1. Quant aux analyses morphométriques, le logiciel «CLIC» a été utilisé. Les différences
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entre les especes et saisons ont été¢ analysées en comparant par un t-test implémenté dans
module VAR du logiciel CLIC. Les moyennes et les variances des tailles ont été obtenues
apres correction de Bonferonni.

Afin d’exploiter les données issues des analyses des métabolites en GC-MS, les analyses
multivariées ont été réalisées grace au logiciel R 2.13.1 (R Development Core Team 2008;
Thioulouse et al. 1997). Au vu du nombre de composés identifiés par chromatographie a
phase gazeuse (35 composés), des analyses multivariées (analyse factorielle discriminante:
AFD) ont été nécessaires afin d’étudier la distribution et la structuration des composés. Le
but de la méthode est de réduire le nombre de dimensions des données, en recherchant celles
suivant lesquelles les classes se séparent le mieux. Une analyse de variance multivariées a
plusieurs facteurs, MANOVA, a ¢été utilisée afin de vérifier 1’existence de variations
significatives du profil métabolique et d’identifier la présence d’interactions entre les
différents facteurs.

Quant a I’analyse des ecdystéroides et des réserves nutritionnelles, nous avons utilisé le
logiciel statistique GraphPad Prism. Une ANOVA suivie d’une procédure post hoc de Tukey
a été utilisée au seuil o = 5% pour comparer deux a deux les groupes pour les dosages des
ecdystéroides, protéines, sucres, glycogenes, lipides. La normalité et 'homoscédasticité des

données ont été vérifiées par les tests de Kolmogorov- Smirnov et de Bartlett, respectivement.

2.5) Synthése des activités réalisées au cours de cette these
Les travaux réalisées au cours de cette theése sont resumés dans le tableau II ci-dessous qui

présente les différentes techniques réalisées en fonction des approches.
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Tableau II: Synthése des différentes activités et techniques en fonction des approches

Approches Moustiques utilisées et Activités ou techniques menées
collectes
1) Collecte sur le terrain des
larves (L3 et L4) et pupes) | - Dissection des ovaires (développement ovarien)
d’An. gambiae s.1., élevage
in situ dans les cages de - Dissection pour observation du corps gras
transplantation, suivi de
I’¢levage des adultes en - Dissection des pattes (identification par PCR)
conditions naturelles.
Approche en | Collecte et conditionnement | - Dissection spermathéque (statut d’insémination)
conditions | des femelles au 14"™ jour
naturelles apres émergence - Dissection des ailes (morphométrie
géométrique)
i1) Collecte des adultes Dosages des réserves nutritives:
émergents a la surface des protéines, lipides, sucres et glycogéne
gites
Mesure des paramétres environnementaux dans les
sites d’études
1) Elevage de moustiques a
partir des colonies d’An.
gambiae s.1. de laboratoire | - Profilage métabolomique par GC-MS
Approche en | dans les enceintes
conditions climatiques. - Analyse d’hormones ecdystéroides par EIA
controlées i1) Collecte des imagos
males et femelles 1h et 24h | - Observation des spiracles sous MEB
apres émergence et femelles
de 10 jours
Les moustiques (FO0) issus
Approche en | des femelles gravides - Aménagement et ensemensement de la serre
conditions collectées a I’intérieur des
semi- maisons a Bama et a - Suivi des populations au cours du temps
naturelles Soumousso sont introduits

dans la serre

Mesure des parametres environnementaux a
I’intérieur de la serre et de la case en banco
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CHAPITRE 3: RESULTATS ET DISCUSSIONS
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PARTIE A: Physiologie et traits morphométriques chez les populations
naturelles d’An. gambiae s.1. au début de la saison séche

Les résultats de cette étude sont en liaison avec ’article:
Mouline K., Mamai W., Agnew P., Tchonfienet M., Brengues C., Dabire KR., Robert V., Simard F. (2012)
Physiology and development of the M and S molecular forms of Anopheles gambiae in Burkina Faso (West
Africa). Med. Vet. Entomol 26: 447-454.

1.1) Introduction

En Afrique Sub-saharienne, la saison séche est une période contraignante pour les insectes de
tous genres étant donné les conditions drastiques d’humidité (parfois < 10%) et de
température (parfois > 35°C) auxquelles ils sont soumis. Pour les anophé¢les en particulier, se
rajoutent a ces stress abiotiques la rareté des ressources nectariféres et surtout 1’asséchement
des gites larvaires de type temporaire. Cette période, qui peut sous certaines latitudes durer
jusqu'a 9 mois, impose aux organismes de développer des stratégies de survie adaptées, qu’ils
mettent en place a I’approche des conditions défavorables. Ainsi, les insectes destinés a entrer
dans un ¢état de diapause ou de migration modifient-ils leur physiologie en amont de la période
défavorable, pendant la phase dite préparatoire. Des modifications de la physiologie de la
reproduction (dissociation gonotrophique), de la morphologie alaire, et de ’allocation des
ressources énergétiques sont parmi les modifications les plus couramment rencontrées chez
les insectes (Tauber et al. 1986, Danks 1987, Denlinger et al. 2005).

Les travaux présentés dans ce chapitre visent a décrire les phénotypes physiologiques,
morphologiques et biochimiques exprimés par les populations naturelles de moustiques du
complexe Anopheles gambiae s.1. pendant la période de transition entre la saison des pluies et
la saison séche et de les mettre en lien avec les variations des parameétres environnementaux
(température, humidité) mesurées sur le terrain. Notre étude s’est déroulée sur deux années
consécutives a Bama (village ou les populations d’anopheles sont permanentes) et a
Soumousso (ou les populations d’anophéeles sont temporaires). Sur des moustiques collectés et
élevés sur le terrain, nous avons recherché les symptomes physiologiques pouvant indiquer la
mise en place de stratégies de survie. Nous avons travaillé sur des moustiques prélevés
pendant la saison des pluies, et pendant la phase de transition entre la saison des pluies et la
saison seche, pour laquelle nous faisons 1’hypotheése que les différentes reprogrammations

physiologiques nécessaires a la survie des organismes a plus ou moins long terme pendant la
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saison seche sont mises en place. Les protocoles de collecte, de dissection et d’analyses
morphométriques et biochimiques précédemment décrits dans le chapitre «matériel et

méthodesy, sont succinctement rappelés au cours de ce chapitre.

1.2) Résultats

1.2.1) Parametres climatiques

La figure 13 présente 1’évolution des parameétres environnementaux (température, humidité
relative et pluviométrie) mesurés en continu a Bama pendant toute la période de ma thése
(voir le chapitre Matériel et Méthodes). Comme attendu, la zone est soumise a des régimes
fluctuants de température et d’hygrométrie, dans lesquels nous avons défini 3 profils: (i) la
saison des pluies, de mi-Juin & mi-Octobre, qui concentre la grande majorit¢ de la
pluviométrie annuelle (environ 740 mm) et présente des écarts de températures et d’humidité
relative moyennes d’amplitude moyenne (entre 22,03 et 34,81°C pour la température et entre
50 et 97 % pour I’hygrométrie); (ii) la période de transition entre la saison des pluies et la
saison séche (Novembre/Décembre) ou saison séche froide, ou les écarts des parametres
thermohygrométriques (minima et maxima journaliers) sont maximaux atteignant des valeurs
extrémes importantes, pour la température (12,3 - 34,58°C) et pour I’humidité relative (10 -
93 %). La forte amplitude thermique mesurée est due aux températures nocturnes qui sont
particulierement fraiches pendant cette période (jusqu’a 10°C parfois); et (iii) la saison séche
chaude, avec des records de températures (38,43°C), de faibles hygrométries (10%), et une
plus faible amplitude thermique que pendant la période de transition (di notamment a des
températures nocturnes qui se réchauffent, (Figure 13). Sur le terrain, c’est pendant la période
de transition entre saison des pluies et saison seche que nous observons la disparition de la
majorité¢ des gites larvaires dans nos deux sites d’étude (voir Gimonneau et al. 2013, pour

Bama, et observations personnelles).

1.2.2) Recherche des symptomes de stratégies de survie dans les populations naturelles
adultes

Nous avons collecté¢ des larves de stade 4 et des nymphes dans les localités de Bama et
Soumousso pendant la période de saison des pluies (de fin Aout a mi-Octobre) et pendant la
période de transition entre la saison des pluies et la saison séche (de mi-Octobre a fin
Décembre). Bien que la saison des pluies batte son plein des le mois de juillet, les

échantillonnages en Juillet et en Aot sont particulicrement difficiles: trés faibles densités
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dans les gites de grande taille et trop nombreux, et accessibilité parfois difficile de certains
gites. Les larves collectées ont été élevées in situ dans des cages de transplantation baignant
dans des gites naturels. Les adultes émergents sont rassemblés dans des cages, et élevés sur le
terrain jusqu'a leur quatorziéme jour. Les moustiques regoivent 5 repas sanguins (a J2, J4, J6,
J8 et J10) et ont acces ad libitum a une solution de glucose concentrée a 10% (voir le chapitre

Matériel et Méthodes pour plus de détails).

Cette approche de terrain longitudinale, prospective et descriptive, a ainsi ét¢ menée entre
2010 et 2012. Nous avons été confrontés a de nombreuses difficultés sur le terrain, avec
notamment la perte de tout notre effectif de saison des pluies (en 2010) di a la mortalité des
moustiques nourris sur des lapins venant d’étre traités. Nous avons également di ajuster le
choix de nos localités d’échantillonnage entre 2010 et 2011, afin de nous concentrer sur Bama
et Soumousso uniquement étant donné la difficulté a mettre en évidence le caractére
permanent des populations d’anophé¢les de certaines localités échantillonnées en 2010
pourtant proches de Bama. Enfin, apreés une premiere analyse de nos données présentées ci-
apres, nous avons réalisé des échantillonnages en 2012-2013 afin de compléter notre jeu de

données, dont les dissections sont en cours.
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Figure 13: Evolution des parameétres environnementaux enregistrés sur le terrain au cours des
années 2009, 2010, 2011 (A= température, B= humidité relative) dans la localit¢ de Bama.
L’encadré rouge représente la saison seche froide, période de transition entre la saison des
pluies et la saison séche chaude.

1.2.3) Effectifs et composition spécifique des populations naturelles

Notre effectif de saison des pluies lors de la premiére année a été décimé dii a la mortalité des
moustiques nourris sur des lapins venant d’étre traités. Du huit novembre 2010 au quatre
janvier 2011, 35433 larves et pupes ont été¢ collectées dans deux sites (Bama et environs,
Soumousso et environs). 1893 femelles adultes collectées au 14° jour aprés avoir pris cing
repas de sang ont été identifiées par PCR. Pour la deuxiéme année consécutive, du premier
septembre au 21 décembre 2011, nous nous sommes concentrés cette fois uniquement sur

VK7 et Soumousso pour rester sur nos critéres de sites a caractére permament et temporaire.

59



39016 larves ont été collectées. 1946 femelles de 14 jours ont été collectées et identifiées par
PCR. Apres dissection de la spermatheéque (voir le chapitre Matériel et Méthodes) de plus de
300 femelles prises au hasard dans notre echantillonnage, il s’avére que 98% des femelles
identifiées sont inséminées. Les proportions des femelles des différentes especes disséquées
par année et par localité sont reportées dans le tableau III ci-dessous. Comme attendu, An.
coluzzii prédomine & Bama, tandis qu’4n. gambiae est majoritaire dans les collectes faites a

Soumousso.

Tableau III: Fréquences relatives (%) et effectifs des femelles d’An. gambiae s.l. dans les
deux sites d’étude (2010-2012)

Période Espeéces Bama(N=effectif) Soumousso (N=effectif) Total
Du An. coluzzii 52,56 (N=472) 18,29 (N=182) 34,55 (N=654)
08/11/2010  An. gambiae 30,62 (N=275) 49,15 (N=489) 40,36 (N=764)
au 04/01/ An. arabiensis 16,82 (N=151) 32,56 (N=324) 25,09 (N=475)
2011 Total 100 (N=3898) 100 (N=995) 100 (N=1893)
Du 01/09/ au  An. coluzzii 100 (N=803) 21,87 (N=250) 33,31 (N=1053)
21/12/2011  An. gambiae 0 48,47 (N=554) 41,37 (N=554)
An. arabiensis 0 29,66 (N=339) 25,32 (N=339)
Total 100 (N= 803) 100 (N=1143) 100 (N=1946)

1.2.4) Effet des saisons sur le développement ovarien et I’accumulation des graisses sous-
cuticulaires

Les résultats de I’examen de la maturation ovarienne et de I’accumulation des graisses sous-
cuticulaires des femelles disséquées sont exprimés graphiquement dans les figures 14 et 15,
respectivement. Les analyses statistiques quant a elles ont été faites en utilisant le test des
proportions prop.test du logiciel statistique R et sont consignées dans les tableaux IV et V.
Concentré uniquement a VK7, nous n’avons logiquement pas trouvé les especes An. gambiae
et An. arabiensis a Bama, ce qui est a I’origine du manque de données pour ces deux especes
en 2011. Toutes localités et saisons confondues, il ressort qu’une proportion importante des
femelles (29 a 80 % dans les deux localités étudiées), bien qu’ayant pris plusieurs repas de
sang, ne développent pas leurs ovaires au-dela du stade 2 de Christopher (< 2) (Figure 14). Ce
phénomene est appelé dissociation gonotrophique. L’incidence de ce phénomeéne est
significativement différente entre les spécimens prélevés au niveau du site permanent (Bama)
et du site temporaire (Soumousso). En 2010 a Soumousso et ses environs, les proportions de

femelles ayant les ovocytes bloqués au stade prégravide sont significativement supérieures a
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celles observées a Bama et ses environs (p<0,05, prop.test, tableau IV). De manicre générale,
An. coluzzii est 'espéce qui développe plus efficacement ses ovocytes au-dela du stade 2
comparé a An. gambiae et An. arabiensis (tableau IV). De maniére intéressante, un «effet
saison» significatif est observé chez An. coluzzii (tableau IV) a Soumousso. Aucun effet
saisonnier sur le phénotype de dissociation gonotrophique n’est par contre observé chez An.

gambiae ou An. arabiensis a Soumousso, ou chez An. coluzzii de Bama.
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Figure 14: Evolution du stade de maturation des oocystes des femelles d’An. gambiae s.1.
¢levées dans les conditions de début de saison séche (orange) et saison des pluies (bleu)
montrant des differences de niveau de discordance gonotrophique entre An. coluzzii, An.
gambiae et An. arabiensis.
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Tableau IV: Probabilités associées au prop.test, comparant les effets de saison, localité et
d’espece sur le développement ovarien d’An. coluzzii (C), An. gambiae (G) et An. arabiensis
(Ar),; SS = saison seéche, SP = saison des pluies, * test significatif au seuil p<0,05.

Effet testé Combinaisons P-value Lieu et/ou année
(prop.test) de collecte

Saison C.SS/ C.SP 0,0877 Bama (2011/2011)
C.SS/C.Sp 0.04679 * Soumousso (2011)
G.SS/G. SP 0.9794 Soumousso (2011)
Ar. SS/ Ar. SP 0.1742 Soumousso (2011)

Espece C.SS/G.SS 4.156e-11 * Soumousso (2011)
C.SS/Ar. SS 0.02684 * Soumousso (2011)
G.SS/Ar. SS 0.002012 * Soumousso (2011)
C.SP/G.SP 5.071e-11% Soumousso (2011)
C.SP/ Ar. SP 0.007857 * Soumousso (2011)
G. SP/ Ar. SP 2.18e-10 * Soumousso (2011)
C.SS/G.SS 1.182e-06 * Bama (2010)
C.SS/Ar. SS 0.01163 * Bama (2010)
G.SS/Ar. SS 0.1547 Bama (2010)

Localité C.(SS) 0.03059 * 2010

(Bama/Soumousso) G. (SS) 0.03067 * 2010
Ar. (SS) 0.03411 * 2010
C. (SP) 0.7559 2011

Toutes especes confondues, il est a noter une accumulation significative de lipides (formant
une couche sous-cuticulaire = hypertrophie du corps gras) ou sous forme de goutelettes
visibles a la dissection a I’approche de la saison seche (Figure 15, tableau V), pour les 2 sites.
Il est aussi a noter que les mémes femelles qui ne développent pas leurs ovocytes au-dela du
stade 2 de Christopher sont celles qui, en proportion, accumulent le plus de lipides sous forme
de couche sous-cuticulaire ou de goutelettes lipidiques visibles (test de Fisher montrant la
corrélation entre dissociation gonotrophique et présence de graisses et goutelettes lipidiques,
p<0.05). Cette tendance est observée chez les 3 espéces et dans les deux localités étudiées,

avec An. gambiae présentant les plus grandes proportions de ce phénotype.
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Figure 15: Stockage des graisses chez les femelles d’An. gambiae s.l. élevées dans les
conditions de début de la saison séche (orange) et saison des pluies (bleu) mettant en évidence
des différences d’allocation des ressources nutritives entre An. coluzzii, An. gambiae et An.
arabiensis
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Tableau V: Probabilités associées au prop.test, comparant les effets de saison, localité et
d’espece sur I’hypertrophie du corps gras (accumulation de graisse sous-cuticulaire) d’An.
coluzzii (C), An. gambiae (G) et An. arabiensis (Ar); SS = saison séche, SP = saison des
pluies, * test significatif au seuil p<0,05

Effet testé Combinaisons P-value (test  Lieu et/ou année
de Ficher) de collecte

Saison C.SS/ C.Sp <2.2e-16 * Bama (2011/2011)
C.SS/C.Sp 7.084¢e-05 * Soumousso (2011)
G.SS/G.SP <22e-16* Soumousso (2011)
Ar. SS/ Ar. SP <2.2e-16 * Soumousso (2011)

Espeéce C.SS/G.SS 6.149¢-12 * Soumousso (2011)
C.SS/Ar. SS 0.002194 * Soumousso (2011)
G.SS/Ar. SS 0.01245 * Soumousso (2011)
C.SP/G.SP 0.01998 * Soumousso (2011)
C.SP/ Ar. SP 0.2908 Soumousso (2011)
G. SP/ Ar. SP 0.04254 * Soumousso (2011)
C.SS/G.SS 0.06136 Bama (2010)
C.SS/Ar. SS 1 Bama (2010)
G.SS/Ar. SS 0.1598 Bama (2010)

Localité C.(SS) 0.5833 2010

(Bama/Soumousso) G. (SS) 0.06651 2010
Ar. (SS) 0.1763 2010
C. (SP) <2.2e-16 * 2011

1.2.5) Morphométrie géométrique des ailes

Les individus utilisés ici sont ceux collectés sur le terrain a Soumousso en 2011 et élevées in
situ pour 1’observation des phénotypes de développement ovarien et d’accumulation de
graisse sous-cuticulaire (voir chapitre «Matériel et méthodes»). Nous avons classé¢ nos
spécimens par phénotypes d’accumulation de lipides sous forme de graisse sous-cuticulaire et
de développement ovarien. Pour des problémes d’effectifs dans les autres phénotypes, nous
nous sommes concentrés uniquement sur les spécimens «saison séche avec développement de
graisse et dissociation gonotrophique, car supposés avoir initi¢ des stratégies de survie pour
lutter contre la dessiccation et la famine et «saison des pluies sans développement ovarien et

sans graisse sous cuticulairey, supposés étre dans un regime de reproduction maximal.

i) Taille des ailes
La figure 16 illustre la distribution de la taille des ailes des femelles représentées par les

tailles centroides (Centroid Size, CS, voir le chapitre Matériel et méthodes) des trois especes
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étudiées: An. coluzzii, An. arabiensis, et An. gambiae. De maniere générale, il ressort que les
moustiques soumis aux conditions de saison séche (SS) ont des ailes plus grandes que ceux
¢levés en conditions de saison des pluies (SP) (Figure 16, tableau VI). Les écarts
interquartiles (90% des effectifs) des groupes en conditions SS (en rouge) sont plus étalés et
allongés vers les valeurs ¢€levées de tailles centroides. Les spécimens SS ont en commun les
phénotypes de discordance gonotrophique (ovocytes < 2stade de Christopher) et
accumulation de graisse sous-cuticulaire dans le corps gras ou sous forme de gouttelettes
lipidiques. De maniére particuliére, la taille des ailes augmente significativement dans ce
groupe phénotypique chez An. coluzzii seulement (t-test, p<0,003 pour An. coluzzii, p<0,31
pour An. gambiae, p<0,44 pour An. arabiensis). Si I’on compare les trois espéces dans
chacune des conditions, les femelles d’An. arabiensis sont significativement plus grandes que
les femelles d’An. coluzzii et An. gambiae en conditions SP. Par contre en conditions SS, les
femelles d’An. gambiae sont significativement plus petites que les femelles d’An. arabiensis
et d’An. coluzzii. L’ensemble des analyses statistiques sur les différentes comparaisons est

consigné dans le tableau VI.

Ar. SS I i <2 [ avec graisse
U I T N N O A BN | I g
Ar. SP I i >2 [ sans graisse
I I 1 N | :
8.58 ! i <2 / avec graisse
1 (T I I I I 1 I
G.SP } | >2 / sans graisse
1 181 Rl 0
C.SS I y <2 [ avec graisse
1 L O N I (O n
C.SP I i >2 / sans graisse
[l I lunn 1w moe n

I I | | | I | | |
1444.751528.431612.111695.781779.46 1863.131946.81 2030.492114.16

—

Minimum Mandirnunm

Figure 16: Variation des tailles centroides des ailes (exprimées en pixels) d’An. coluzzii (C),
An. gambiae (G) et An. arabiensis (Ar) collectés en saison des pluies (SP) et début de saison
seche (SS). Médiane et dispersion de la variable de taille «tailles centroides»
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Tableau VI: Probabilités comparant 1’effet des saisons sur la taille des femelles d’An. coluzzii
(C), An. gambiae (G) et An. arabiensis (Ar). SS = saison séche, SP = saison des pluies, * =
test significatif au seuil de p<0,05, t-test.

Eléments de comparaison Movennes comparées (valeurs de p associées)
C.SP / C.SS <0.003*
CSP / G.SP 0.2162
C.SP / G.SS 0.0280*
C.SP / Ar. SP 0.001%*
C.SP / Ar. S8 < 0.003%
C.88/ G.SP 0.017*
C.88 / G.SS 0.092
C.SS /Ar. SP 0.597
C.SS /Ar. S8 0.137
G.SP /G. S8 0.316
G.SP /Ar SP 0.001%
G. SP /Ar SS <0.003*
G.SS /Ar SP 0.026*
G.SS /Ar SS 0.001*
Ar. SP/ Ar. SS 0.4408

ii) Forme des ailes

La conformation des points de reperes ou «landmarks», caractérisée par les
coordonnées (x,y) de chacun des points, est supposée contenir I'information concernant
la forme de l'objet initial. Les conformations des individus du méme groupe sont
superposées les unes aux autres. Enfin, la superposition des conformations des
différents groupes permet de visualiser la localisation de la variation de forme entre ces
groupes. La forme des ailes, décrite par conformations moyennes superposées a partir des
coordonnées résiduelles est présentée a la figure 18. Il n’y a pas de différence de forme entre

les individus SS et SP et ceci quelque soit I’espece considérée (Figure 17).
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Figure 17: Superposition de la forme des ailes en saison séche (SS) et saison des pluies (SP)
chez les différentes espéces étudiées: An. coluzzii (C), An. gambiae (G) et An. arabiensis (Ar).

1.2.6) Variations des réserves énergétiques accumulées a I’émergence

L’intégration du stimulus ou des stimuli induisant la mise en place de stratégies de survie
particuliéres s’effectue durant les stades de développement antérieurs a celui qui persiste sur
le terrain (Denlinger 1986, Danks 1987, Denlinger 2002). Ainsi, étant donné que les
anopheles persistent a 1’état de femelles adultes (Holstein 1954, Omer et Cloudsley-
Thompson 1970, Lehmann et al. 2010), les routages métaboliques doivent étre programmés
des les stades aquatiques. Nous avons ainsi voulu savoir si ’allocation des ressources
énergétiques était déja visible a I’émergence, et si elle pouvait étre informative par rapport
aux stratégies de survie adoptées par les différentes espéces étudiées. Ainsi, comme décrit
dans le chapitre «Matériel et méthodes», les moustiques sont collectés pendant la premicre
heure de leur vie adulte, aprés émergence des gites larvaires en début de saison des pluies

(juin), milieu de saison des pluies (aotit) et début de saison seéche (novembre).

Confronté a des problémes d’effectif (pour deux especes sur trois dans chacun des deux sites
de collecte) apres identification PCR, nous avons été conduits a poursuivre notre étude sur les
individus d’An. coluzzii provenant exclusivement de Bama et An. gambiae exclusivement de

Soumousso. 30 individus par mois, espéce et par localité ont été utilisés dans cette étude.
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Anopheles arabiensis étant sous-représenté dans les deux sites, nous 1’avons écarté de
I’analyse. Plusieurs résultats se dégagent: chez An. coluzzii, les teneurs en protéines, lipides et
glucides diminuent significativement en Aolt par rapport a Juin (figure 18), le glycogéne
restant stable (Figure 19). En Novembre, la teneur de tous les métabolites augmente de
manicre significative par rapports aux teneurs observées en Aout (ANOVA, p<0,005). Chez
An. gambiae les protéines, lipides et glucides restent stables au mois d’Aot par rapport au
mois de Juin. Au début de la saison séche, les concentrations en lipides et glycogene
demeurent stables, les glucides diminuent et les protéines augmentent significativement
(Figure 18). Quand on compare les deux espeéces, on observe de facon globale des réserves
énergétiques plus importantes chez An. coluzzii en Novembre (début de saison séche) et en

Juin (début de saison des pluies).
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Figure 18: Teneurs en réserves énergétiques chez les femelles d’An. coluzzii et An. gambiae
collectées a I’émergence en début (Juin) et milieu (Ao(it) de saison des pluies et au début de la
saison seche (Novembre). La présence de deux lettres différentes au-dessus des barres signifie
qu’il y a une différence significative.

1.3) Discussion

Nous recherchions dans cette ¢tude les symptomes physiologiques (dissociation
gonotrophique et/ou hypertrophie du corps gras et/ou reroutage métabolique) et
morphologiques (augmentation de la taille et/ou modification de la forme des ailes) de la mise

en place d’une stratégie de survie en saison s€che par les espéces du complexe An. gambiae.
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Discordance gonotrophique et accumulation des réserves energétiques

Le cycle gonotrophique est la succession des phénomenes physiologiques qui se produisent
chez le moustique entre deux repas de sang successifs et incorpore la phase de maturation des
ovaires consécutive a I’alimentation sanguine (Carnevale et Robert 2009). La concordance ou
harmonie gonotrophique est ainsi la relation entre le repas de sang d’une femelle d’anophele
inséminée et le développement de ses ovaires (Washino 1977). Cette loi stipule que la prise
d’un repas complet de sang par une femelle gonoactive est suffisante pour assurer le
développement complet des ceufs (Adam et al. 1964). Chez les femelles nullipares trouvées
sur le terrain, le premier repas permet généralement 1’évolution ovarienne jusqu’au stade II
(stade prégravide) alors que le second permet au développement de se poursuivre jusqu’a la
maturité complete des ceufs. Le terme dissociation gonotrophique désigne chez le moustique
femelle, D’activité trophique (ingestion de sang) non accompagnée d'un développement
ovarien (Washino 1977, Yaro et al. 2012). Nos résultats ont montré que malgré la prise de
cinq repas de sang, des proportions différentes des femelles des trois espéces collectées
maintiennent leurs ovaires bloqués au stade prégravide quelle que soit la saison. De maniere
intéressante la proportion des dissociations gonotrophiques augmente significativement chez
An. coluzzii a Soumousso en saison séche. Une étude récente réalisée sur des moustiques
collectés au repos dans les maisons en saison séche dans une zone aride du Mali a montré
qu’An. coluzzii montrait ce phénomene de dissociation gonotrophique non seulement en
termes de développement des ovaires mais aussi en termes de ponte, les femelles bien
qu’ayant développé leurs ceufs ne pondaient pas (Yaro et al. 2012). Par ailleurs, des anciennes
¢tudes ont démontré une dissociation gonotrophique chez les femelles d’An. earlei hibernants
(Gallaway et Brust 1982) et d’An. punctipennis (Magnarelli 1979). Cependant, cette
dissociation gonotrophique observée en 2010 chez An. coluzzii apparait différente selon la
localité étudiée. A Soumousso et ses environs, le niveau des ovocytes bloqués au stade
prégravide est significativement supérieur a celui observé a Bama et ses environs. Par ailleurs,
dans cette méme localité, la proportion d’individus d’An. coluzzii en dissociation
gonotrophique n’augmente pas significativement pendant la saison séche. Le contraire est
observé a Soumousso. Ce village est un cas typique de savane humide; les gites larvaires sont
uniquement dépendants des précipitations et I’activité de reproduction des vecteurs coincide
essentiellement avec la saison des pluies tandis que Bama est une zone de riziculture irriguée,
les gites larvaires sont disponibles toute I’année, les moustiques aussi. Cette différence
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phénotypique observée chez An. coluzzii entre site permanent et site temporaire témoigne de
son extraordinaire adaptation a 1’environnement humain et suggere sa capacité a s’adapter a
différentes niches écologiques. La sélection naturelle, visant a maximiser la 'fitness' des
organismes, favorisera la combinaison de traits qui est la mieux adaptée aux conditions
écologiques et environnementales ambiantes. Cette particularité a coloniser les gites pérennes
pourrait lui permettre de poursuivre sa reproduction en saison séche. Ainsi dans les zones ou
les gites sont présents toute 1’année, An. coluzzii investirait d’une part pour sa survie en
accumulant des réserves nutritives et d’autre part maintiendrait sa reproduction. Par contre, 1a
ou les gites ne sont pas disponibles, une proportion importante d’individus de cette espece
serait capable de modifier sa physiologie vers un état de discordance gonotrophique qui
rappelle 1’état de diapause ovarienne. Les femelles d’An. gambiae ne semblent pas développer
leurs ovaires efficacement quelle que soit la saison. Cet état a déja été mis en évidence chez
cette espéce en conditions d’insectarium comparée a An. coluzzii (Mouline et al. 2012). Une
autre hypothése serait que cette espece, qui émerge avec moins de ressources énergétiques,
compenserait ce déficit par une partie du sang ingéré. Enfin, I’hypothése qu’An. gambiae
serait plus sensible au stress qu’An. coluzzii et An. arabiensis n’est pas a exclure étant donné
que méme le montage des colonies de cette espece en insectarium est trés délicat.

D’un autre coté, en plus du phénoméne de discordance gonotrophique, 1’augmentation de la
synthése des lipides caractérisée principalement par 1’hypertrophie du corps gras (matérialisé
par une couche de graisse sous-cuticulaire), et par la présence de gouttelettes lipidiques fut
observée chez les femelles des trois espéces avec An. gambiae présentant les plus grandes
proportions de ce phénotype. Le corps gras chez les insectes holométaboles joue un rdle
fondamental dans le stockage des lipides, glycogene et protéines. Un stockage important de
lipides conduit a une hypertrophie du corps gras (Arrese et Soulages 2010) et ce mécanisme
augmente la survie chez les femelles de Culex pipiens pipiens en hibernation (Arrese et
Soulages 2010). Les réserves lipidiques constituent les plus importantes réserves utilisées par
les insectes pendant la diapause (Hahn et Denlinger 2007) et sont également accumulées en
cas de stress nutritif notamment chez la drosophile (Chippindale et al. 1996) mais aussi en cas
de dessiccation chez An. gambiae (Gray et al. 2009). Dans la littérature, 1’accumulation des
réserves est décrite comme préalable a ’entrée en diapause chez plusieurs insectes (Danks
2006, Hahn et Denlinger 2007). La survie d’un individu est largement fonction de sa capacité
a acquérir de 1’énergie via la nourriture. Nous avons mis en évidence un métabolisme tourné
vers I’accumulation de lipides, sucres, glycogene et protéines chez An. coluzzii au début de la
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saison seche, et ce des I’émergence des adultes. Cet important stockage de réserves ferait écho
aux capacités supérieures de cette espéce a résister au stress de la dessiccation (survie
supérieure des adultes) comme 1’ont montré Lee et al. (2009) et refléterait non seulement sa
présence toute I’année sur le terrain a Bama (Baldet et al. 2003, Gimonneau et al. 2012b),
mais aussi la préparation a la diapause d’une proportion variable des populations de cette
espece, en majorité dans les sites temporaires, comme le suggérent nos résultats, et comme
I’ont suggéré Lehmann et ses collaborateurs (Lehmann et al. 2010). Quant a An. gambiae,
cette espece est majoritaire en saison des pluies a Soumousso et disparait en saison seche.
Bien qu’une couche importante de graisse sous-cuticulaire soit présente, les reroutages
métaboliques ne sont pas tournés vers une augmentation de la synthése des sucres et des
protéines de sorte a supporter une période de jeline prolongée, ce qui pourrait expliquer sa
dynamique observée sur le terrain.

A la vue de nos résultats, nous ne pouvons séparer les hypothéses de diapause et de migration
comme stratégies de survie adoptées par les différentes espéces de moustiques étudiées.
L’hypertrophie du corps gras et le phénotype de dissociation gonotrophique ne sont pas
exclusifs de 1’état de diapause, et peuvent étre rencontrés chez des individus qui se préparent a
une migration a longue distance. Les réserves lipidiques pourraient alors étre utilisées pour
produire 1’énergie nécessaire au vol des adultes, et I’accumulation des graisses sous-
cuticulaires chez An. gambiae, An. arabiensis mais aussi An. coluzzii peut ainsi étre reliée a
une activité des femelles en vue de la migration vers des zones plus favorables. L’analyse des
échanges gazeux respiratoires des différentes especes soumises aux conditions de la saison
séche seront nécessaires pour déterminer quel type de stratégie est adopté par les différentes
especes. En effet, alors que I’activité métabolique est fortement ralentie chez les insectes
entrant en diapause, celle-ci reste stable chez les individus se préparant a migrer (Hahn et

Denlinger 2007).

Traits morphométriques

L’analyse des variables métriques des ailes est utilisée pour caractériser morphologiquement
les individus et les populations au cours du temps. La forme et la taille des ailes d'un individu
(phénotype), considérées comme des cibles de la sélection naturelle (Powell 1997), sont le
résultat d'une interaction continue entre le génotype et l'environnement. De manicre
prévisible, il apparait que la taille des individus collectés au début de la saison séche
augmente, particuliecrement chez An. coluzzii. En effet, la taille centroide est considérée
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comme un estimateur plus informatif et efficace de la taille du corps comparée a I’étude
traditionnelle de la longueur de ’aile (Jirakanjanakit et Dujardin 2005, Jirakanjanakit et al.
2007, Dujardin 2008). Cette augmentation significative de la taille observée chez An. coluzzii
supporte I’hypothése générale selon laquelle dans des environnements défavorables, la
sélection naturelle favoriserait les phénotypes de grandes tailles, éventuellement a cause d’une
capacité supérieure a résister a un déficit des ressources dans le milieu ou a leur capacité a
accumuler plus de réserves énergétiques. Une autre hypothése que 1’on peut émettre sur la
variabilité de la taille est celle de I’entrée en diapause d’une partie de la population d’An.
coluzzii. En effet, Benoit et Denlinger, (2007) montrent que les individus destinés a la
diapause ont des tailles plus importantes. Par ailleurs, s’il est admis que la taille des individus
a I’émergence est proportionnelle a la qualit¢é de la nutrition larvaire et les individus de
grande taille résistent mieux a la dessiccation (Gray et Bradley 2005, Fouet et al. 2012), ce
résultat refléterait le statut métabolique de cette espéce, qui aurait accumulé d’importantes

réserves énergétiques au début de la SS.

1.4) Conclusion partielle

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence des différences physiologiques et
morphologiques révélatrices de la mise en place de stratégies de survie a I’approche de la
saison séche chez les differentes espéces du complexe An. gambiae. Ces réponses se
manifestent par le phénoneéne de discordance gonotrophique (donc par une dépression de la
reproduction), une hypertrophie du corps gras, une accumulation de réserves nutritives, et
I’émergence d’individus de grande taille. Ces phénomenes sont plus marqués chez An.
coluzzii et dans la zone de gites temporaires. Bien que les trois especes présentent une
hypertrophie du corps gras, nos données illustrent aussi bien qu’il existe des différences
physiologiques et morphologiques entre les trois espéces majeures du paludisme au Burkina
Faso pour répondre aux conditions stressantes de la saison seche autant des données a prendre
en compte dans la modélisation des risques épidémiologiques et la recherche des nouvelles

cibles pour le contrdle des vecteurs.
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PARTIE 2: Métabolomique et variations des concentrations d’hormones
ecdystéroides chez An.gambiae s.l. exposés aux conditions stressantes de la
saison séche

Les résultats de cette étude sont présentés dans 1’article:
Mamai W., Mouline K., Blais C., Larvor V., Dabiré¢ KR., Ouedraogo GA., Simard F., Renault D. 2014
Metabolomic and ecdysteroid variation in Anopheles gambiae s. mosquitoes exposed to the stressful
conditions of the dry season in Burkina Faso, West Africa. Physiological and Biochemical Zoology .

2.1) Introduction

Les fluctuations saisonni¢res des parameétres environnementaux, comme la température,
I'humidité relative et les précipitations, exposent périodiquement les populations d'insectes
aux stress, impactant leur répartition géographique, et leur abondance (Su et Mulla 2001, Hill
et al. 2011). Pour faire face a ces stress (thermique et/ou hydrique) des périodes défavorables,
les insectes ajustent leur métabolisme et leur comportement. La variation saisonniere
d’hormones et des métabolites (métabolome) est une réponse physiologique assez courante
chez les organismes en état de stress. Ceci est bien documenté chez les insectes en hibernation
ou en diapause (Michaud et Denlinger 2006, Renault et al. 2006, Kostal et al. 2011), mais peu
d’études sont disponibles sur les diptéres d’importance médicale comme les anophéles
vecteurs de paludisme. La métabolomique, qui a pour ambition d’appréhender qualitativement
et quantitativement les variations d’un nombre important de métabolites a 1’échelle d’un
organisme ou des différents compartiments de ce dernier, fournit des informations sur le statut
biochimique des insectes. Chez les insectes, les ecdystéroides sont des hormones jouant un
role important dans la reproduction des femelles (Hagedorn 1983, Swevers et latrou 2009).
Chez de nombreux insectes comme An. gambiae, elles sont produites par les ovaires
(Hagedorn et al. 1975, Klowden 1997, Pondeville et al. 2008), et les glandes accessoires
males (Pondeville et al. 2008) bien que leur role chez les méles demeure peu connu. En
particulier, I’hormone 20 hydroxyecdysone (20E) joue un role clé dans la vitellogénese, et se
retrouve généralement en tres faible concentration chez les insectes diapausants (Denlinger et
al. 2005).

Notre but ici est de caractériser les ajustements métaboliques et d'explorer les changements

hormonaux sous-jacents, notamment concernant les ecdystéroides, chez les moustiques males
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et femelles exposés aux conditions environnementales contrastés, telles que rencontrées dans

les savanes de 1'ouest du Burkina Faso.

2.2) Résultats

2.2.1) Analyse des métabolites par GC-MS chez les males et les femelles d’An. gambiae
s.L

Trente cing composés ont été détectés par GC-MS au cours de cette étude dont douze (12)
sucres et polyols, quinze (15) acides aminés et amines, quatre (04) intermédiaires du cycle de
Krebs et quatre (04) autres métabolites secondaires (Tableau VII). Les analyses multivariées
ont été réalisées grace au logiciel R 2.13.1 (R Development Core Team 2008; Thioulouse et
al. 1997) pour I’analyse de nos données. L’analyse factorielle discriminante (AFD) globale
des données a mis en évidence une différence significative entre males et femelles
(MANOVA, F; = 42,395, p< 0,001), ce qui nous a conduit a les analyser séparément. En,
outre, I’analyse de variance réalisée sur 1’ensemble des données montre des différences
quantitatives entre les groupes expérimentaux (1h, 24h, SS, SP) chez les méles et femelles
(Tableau VIII). Des réarrangements en contenu métabolique ont eu lieu chez les femelles des
trois especes exposées aux conditions SP et SS (MANOVA, F; = 2,207, p< 0,001). De telles
différences significatives entre SS et SP n’ont pas été mises en évidence chez les males

(MANOVA, F,=1,0, p= 0,4826) (Tableau VIII).

Tableau VII: Métabolites identifiés par GC-MS chez An. gambiae s.1.

Sucres Polyols Acides aminés Amines Intermediaires Autres métabolites
cycle de Krebs

Fructose Adonitol Alanine Cadavérine Citrate Acide pipecolique
Glucose Arabitol Glutamate Ethanolamine Fumate Acide Phosphorique
Maltose Erythritol Glycine Putrescine Malate Acide gluconolactone
Mannose Glyceérol Isoleucine Triethanolamine  Succinate Acide glycérique
Ribose Inositol Leucine
Trehalose Xylitol Ornithine

Phenylalanine

Proline

Sérine

Thréonine

Valine
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Tableau VIII: Résultats de I’analyse de variance (MANOVA) réalisée chez les males et
femelles des trois colonies d’An. gambiae s.1.

Effets Approximatif F ddl ddl. Pillai* P
(num ;
den)

Femelles Colonie 4.840 40 : 180 21.03643 EE%
Saison 0.823 20: 89 1 0.68821 £
Age 71.865 20:89 1 0.94169 E
Colonie : Saison 2.207 40 : 180 2 0.65820 T
Colonie : Age 2,144 40 : 180 2 0.64532 A
Saison : Age 12.155 20:89 1 0.73200 Fokk
Colonie : Saison : Age 1.452 40 : 180 2 0.48784 ns

Mailes Colonie 454 34:186 2090722 %
Saison 6.90 1759 10.56043 L
Age 368.07 17:92 1 0.98551 ity
Colonie : Saison 1.00 34:186 2 0.30789 ns
Colonie : Age 3.97 34186 2 0.84137 TE%
Saison : Age 5.03 1759 10.48168 kg
Colonie : Saison : Age 1.20 34:186 2 0.36049 ns

ddl, degré de liberté; num = numérateur; den = dénominateur
?Pillai trace multiplié par 10.
bk p<().001;%* P<0.01; * P<0.05; “ns”, non significatif.

i) Ajustements métaboliques chez les femelles.

L’analyse multivariée AFD montre des différences significatives d’ajustements métaboliques
chez les femelles des trois especes exposées aux conditions SS et SP (Figure 19, tests de
permutation de Monte-Carlo, 10.000 permutations, p< 0,001). Le premier axe factoriel LD1
representant 67% de D’inertie totale, permet de séparer les individus néonates (lh) des
individus plus agés (24h). Les composés qui fluctuent sont 1’alanine, la proline, le xylitol
trouvés en forte concentrations chez les individus agés de 24h tandis que la cadavérine et
I’inositol sont retrouvés en quantités plus élevées chez les femelles néonates (1h) (Figure 19
et Annexe 1). La projection sur le deuxieéme axe (LD2), qui explique 11,4% de I’inertie totale,
permet de séparer les individus agés de 24h en fonction des saisons. Ce deuxiéme axe
factoriel discrimine les individus élevés en SS (en rouge) de ceux élevés en SP (en bleu).
Cette distinction entre les deux saisons est observée chez les 3 espéces (Figure 19). Les
concentrations en glycine, isoleucine, leucine et malate sont significativement réduites en SS.
Aucune différence saisonnicre n’a été observée chez les femelles néonates (1h) et ce quelque

soit I’espéce considérée (Figure 19, Annexe 1).
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Figure 19: Analyses Factorielles Discriminantes (gauche) et cercles de corrélation des
métabolites (droite) chez les femelles d’An. coluzzii (C), An. gambiae (G), et An. arabiensis
(Ar) collectées 1h (1) et 24h (24) aprés émergence et exposées aux conditions de saison seche
(SS, en rouge) et de saison des pluies (SP, en bleu). N = 10 replicats dans chaque cas.

ii) Ajustements métaboliques chez les males

Les différences métaboliques des six groupes expérimentaux des males sont exprimées sur la
figure 20, (tests de Monte-Carlo basés sur 10.000 permutations). Le premier axe (LDI1)
explique 71,7 % de la variance totale et sépare les individus selon leur age. Selon cet axe,
I’alanine est en quantité élevée chez les males de 24h tandis que les males d’1h se
caractérisent par les composés tels que fumarate, glutamate, isoleucine, leucine, serine et
valine (Figure 20, Annexe 2). Le deuxiéme axe représente 9,2 % de I’inertie totale. Cet axe
sépare les especes bien que les chevauchements apparaissent ¢évidentes et plus

particulierement chez les individus d’1h.
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Figure 20: Analyses Factorielles Discriminantes (gauche) et cercles de corrélation des
métabolites (droite) chez les males d’An. coluzzii (C), An. gambiae (G), et An. arabiensis (Ar)
collectés 1h (1) et 24h (24) apres émergence et exposés aux conditions de saison seche (SS, en
rouge) et de saison des pluies (SP, en bleu). N = 10 replicats de 5 & 6 moustiques dans chaque
cas.

2.2.2) Analyse des ecdystéroides

Les taux d’hormones ecdystéroides sont faibles chez les femelles 1h apres émergence chez les
trois especes étudiées, et aucune différence n’a été mise en évidence chez les femelles entre
les deux conditions expérimentales (F2 = 0,52, p= 0,47; Figure 21A). Ce taux est au-desous
du seuil de detection de la méthode utilisée (EIA) chez les femelles agées de 24h. Par contre,
toutes especes confondues, les males présentent des teneurs plus €levées que les femelles. Ces
concentrations sont plus importantes a 24h (26 a 43 fois plus ¢élevées en SP et 9 a 23 fois en
SS) que 1h aprés émergence. Aucun effet saison n’a été¢ mis en évidence chez les males des
trois especes a 1h (Figure 21B). Le test post-hoc de Tukey montre cependant que ce taux est
maximal chez les males d’An. coluzzii agés de 24h et €élevés en conditions de saison des pluies

(p< 0,0001, Figure 21C).
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Figure 21: Teneur en ecdystéroides (20E) chez les femelles (A) et males (B et C) d’An.
gambiae s.] elévés en conditions SS et SP et collectés 1h et 24h apres emergence. La présence
de deux lettres différentes au-dessus des barres indique une différence statistiquement
significative (ANOVA suivie du test post-hoc de Tukey, p< 0.05).

2.3) Discussion

Dans cette étude réalisée avec des colonies de laboratoire élevées dans des conditions
environnementales contrastées, nous avons effectu¢ une analyse comparative de la plasticité
métabolique chez l'adulte male et femelle d’An. coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis.
Utilisant la métabolomique, outil d’analyse holistique, ce travail apporte des éléments
nouveaux et importants dans la compréhension des processus physiologiques qui soutiennent
la résistance a la sécheresse et la survie en saison seéche de ces especes de moustiques

d’importance médicale. Plusieurs résultats importants découlent de notre analyse.

Sur la base des 35 métabolites détectés, les signatures métaboliques des trois espéces étudiées
sont similaires lorsque les spécimens du méme dge et méme sexe sont élevés dans des

conditions environnementales identiques.
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En effet, les trois especes ¢étudi€ées An. coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis sont
génétiquement différentes et les divergences phénotypiques entre ces especes peuvent avoir
une valeur adaptative dans la nature (Lehmann et Diabaté 2008, Gimonneau et al. 2010,
Gimonneau et al. 2012, Mouline et al. 2012, Coetzee et al. 2013). Ces trois espéces sont des
especes jumelles isomorphes ayant divergé récemment et qui coexistent dans la plupart des
savanes d'Afrique centrale et de l'ouest (della Torre et al. 2005, Lehmann et Diabaté 2008). La
radiation (I’expansion) du complexe An. gambiae est supposée avoir eu lieu a la fois
récemment et rapidement, facilitant la différenciation écotypique et la diversification des
lignées. Il en résulte des espeéces a barrieres incomplétes, principalement d'origine
prézygotique (Ayala et Coluzzi 2005, Costantini et al. 2009, White et al. 2011). Par
conséquent, les phénotypes métaboliques similaires exprimés par les trois colonies de
moustiques reflétent probablement la proximité phylogénétique et la diversification
incompléte des lignées, ce qui expliquerait pourquoi les facteurs de stress environnementaux
ont eu le méme impact sur la physiologie générale de ces trois taxons sympatriques.
Cependant males et femelles montraient des métabotypes tres distincts, quelles que soient les

conditions expérimentales et les espeéces considérées.

Les empreintes métaboliques des moustiques émergents (dgés de 1h) sont homogenes, et ceci
quelles que soient les conditions expérimentales ou les espéces considérées.

De maniére intéressante, I'exposition des moustiques aux stimuli environnementaux contrastés
des les stades aquatiques immatures n’a pas conduit a obtenir des métabotypes distincts chez
les adultes émergents (agés de 1h); les empreintes métaboliques de tous les spécimens «1h» se
chevauchent, quelles que soient les conditions expérimentales ou les espéces considérées. En
effet, les premiers instants aprés 1'émergence est une période critique, plusieurs processus
biologiques essentiels doivent étre fixés dans un laps de temps court apres 'émergence. Les
moustiques subissent alors des réarrangements physiologiques extrémes, avec des
modifications structurelles intenses, y compris 1'expansion des ailes, le durcissement de la
cuticule et la maturation des gonades (Clements 1992, Li et Denlinger 2009). Ainsi, les
différences entre métabolites induites par les stress environnementaux peuvent étre masquées
par les processus nécessitant 1'énergie et des métabolites impliqués dans la maturation des
adultes peu apres 1’émergence. Cependant, ce résultat souléve des questions intéressantes sur
l'importance des stimuli environnementaux percus par les stades immatures sur le phénotype

ultérieur de 1’adulte, a savoir (i) les stades immatures donnent-ils naissance a un adulte «de
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base» qui sera la cible des réarrangements plastiques induites par le stress environnemental
des I'émergence de 1’adulte? ou (ii) les spécimens sont-ils déja engagés des le stade larvaire
dans des trajectoires métabolomiques et physiologiques distinctes en fonction des stimuli de
I’environnement, avec une expression des réarrangements plastiques au stade adulte
seulement? L'étude de cette question nécessitera la prise en compte des effets trans-
générationnels (2 savoir les effets maternels) et d'autres types d'interactions biotiques telles
que I’effet de forte densité des larves et la compétition dans l'expression des phénotypes

alternatifs chez les adultes.

Les différences d’empreintes métaboliques entre les adultes d’1h- et ceux de 24h- refletent la
maturation des imagos et la capacité de l'initiation au vol.

Une source de variation en métabolites est liée a 1’dge des moustiques et elle concerne
principalement des acides aminés. En effet, plusieurs acides aminés libres (i.e. glycine,
leucine, phénylalanine, sérine, thréonine et valine) étaient en fortes concentrations chez les
moustiques émergents (1h), et leurs teneurs ont ensuite diminué 24h apres 1'émergence chez
les males et les femelles. Cela a été particulierement manifeste chez les femelles élevées dans
les conditions SS. Plusieurs acides aminés sont généralement associés au processus de
sclérotisation de la cuticule des insectes. Par exemple, chez le criquet adulte Schistocerca
gregaria, et chez la larve et ’adulte du coléoptere Tenebrio molitor, la quantité d'acides
aminés libres a diminué au cours des 24 premieres heures de sclérotisation de la cuticule
(Andersen et Roepstorff 2007). Globalement, les processus physiologiques de maturation des
adultes contribuent fortement a fagonner la fitness ultérieure des adultes, et, a ce titre,
présentent un certain degré de plasticité en réponse aux variations des conditions
environnementales.

Les teneurs en I'alanine et proline, étaient plus ¢levées chez les males et femelles de 24h. Ces
deux acides aminés sont importants dans 1’approvisionnement de I'énergie aux muscles lors
du vol chez le coléoptere Pachnoda sinuate (Auerswald et al. 1998). La proline a également
été trouvée comme substrat principal de vol chez la mouche tsé-ts¢ Glossina morsitans
(Bursell et al. 1974). 11 est probable que les moustiques du complexe An. gambiae utilisent la
proline comme substrat pour le vol, tel que cela a été rapporté chez le moustique 4. aegypti
(Scaraffia et Wells 2003). Les faibles quantités d'alanine et proline observées chez les
moustiques émergents, dont les ailes ne sont pas entierement déployées et l'activité de vol

n’étant pas encore amorcée, sont en accord avec cette hypothése. Par conséquent,
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I'accumulation de la proline et alanine dans les moustiques de 24h chez les deux sexes

refléterait la préparation pour de vol de routine.

Des différences d’ajustements métaboliques existent entre conditions expérimentales SS et
SP chez les femelles de 24h.

La différence métabolique la plus remarquable entre les femelles exposées aux conditions SS
et celles exposées aux conditions SP se trouve au niveau des composé€s intervenant dans le
cycle de Krebs ou cycle de 1’acide tricarboxylique (TCA). En effet, les composés fumarate,
malate et succinate étaient significativement moins abondants chez les femelles de 24h des
trois colonies de moustiques élevées dans les conditions SS. Ce résultat suggere que la
capacité métabolique serait plus faible chez les femelles maintenues dans des conditions SS,
ce qui est cohérent avec les résultats récents obtenus par d’autres auteurs sur des populations
naturelles de moustiques. En effet, les travaux de Huestis et collaborateurs (Huestis et al.
2011, Huestis et al. 2012) ont montré que 1’activité de vol chez An. coluzzii était assez faible
au cours de la saison seéche dans la zone sahélienne du Mali, comparée a celle du plein milieu
de la saison des pluies. Les mémes auteurs ont également indiqué que le taux métabolique
moyen était plus faible pendant la période de transition entre la saison des pluies et la saison
séche dans le Sahel. Ainsi, la diminution des concentrations des composés intermédiaires du
cycle de Krebs observée dans cette étude est en accord les données de ces auteurs.

L’acide aminé isoleucine marque une différence entre les deux conditions environnementales
SS et SP chez les femelles de 24h, alors qu’aucune variation n’a ét€ observée chez les groupes
constitués des males. Cet acide aminé subit une forte diminution en conditions SS. Des
quantités non limitantes d’isoleucine permettent de booster la fécondité chez des especes
d’Aedes (Briegel 1985) et son role dans le développement et la production d'ceufs chez la
femelle Aedes aegypti a ét¢ fortement démontrée (Chang et Judson 1977, Harrington et al.
2001). Par conséquent, la diminution de la teneur en isoleucine détectée chez les femelles
exposées aux conditions SS refléterait la dépression de la reproduction, comme observée
dans les populations naturelles d'dn. gambiae pendant la saison séche dans la région
Sahélienne du Mali (Yaro et al. 2012) et dans cette étude (chapitre 1).

Des polyols et sucres sont généralement accumulés chez les insectes exposés a toute une
gamme de stress environnementaux (Yancey et al. 1982, Kostal et al. 2001, Renault et al.
2002, Watanabe 2006, Yoder et al. 2006, Michaud et Denlinger 2007). Les organismes

augmentent leurs concentrations cellulaires dans les milieux déshydratés. Ces composés de
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faibles poids moléculaires sont impliqués dans la protection de la structure des protéines
contre la dénaturation et la stabilisation des membranes (Back et al. 1979, Henle et al. 1982).
Dans cette ¢étude, aucune augmentation significative de concentration en polyols
spécifiquement liée aux conditions environnementales n’a pu étre mise en évidence. Les
concentrations en glycérol, inositol, tréhalose et xylitol ont soit diminué ou n’ont pas varié,
chez les males et les femelles d'An. arabiensis, An coluzzi, et An. gambiae exposés aux
conditions SS, ce qui est étonnant, vu I’accumulation de ces composés chez les insectes dans
les conditions de dessiccation (Michaud et al. 2008). Nous ne pouvons dire avec certitude si
ces composeés ont un role moins important chez nos moustiques dans les conditions testées ou
pourraient indirectement jouer un réle par leur transformation en d’autres composés. En effet,
la conversion métabolique des polyols en d'autres composés (Hendrix et Salvucci 1998, Hahn
et Denlinger 2007), tels que le glucose, réserve organique sous forme de glycogene (Chino
1958, Adedokun et Denlinger 1985, Storey et Storey 1986), a été démontrée chez une large
gamme d'espéces d'arthropodes. C’est ainsi par exemple, le glycogéne qui joue un role de
carburant énergétique s’accumule chez Drosophila melanogaster lors de stress de la
dessiccation (Graves et al. 1992, Gibbs et al. 1997b). Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus sur les moustiques collectés sur le terrain (Chapitre 1) qui montrent une accumulation

de glycogene au début de la saison séche chez An coluzzii.

Variation d’hormones ecdystéroides

Le taux d’hormones ecdystéroides a €été determiné chez les males et femelles des trois especes
d’anopheles. Nous avons observé des concentrations trés faibles en ecdystéroides chez les
femelles dés leur émergence (agées de 1h). Nous pensons que ces faibles quantités seraient le
contenu résiduel provenant du stade nymphal antérieur, comme 1’ont montré Whisenton et al.
(1989) chez Aedes aegypti a 1’émergence. Il est démontré que chez les femelles de cette
espece, d’autres tissus en dehors des ovaires produisent apres un repas de sang les hormones
ecdystéroides mais a un niveau plus faible que dans les ovaires (Sieglaff et al. 2005). En
revanche, chez Drosophila melanogaster, les ovaires immatures (0-2h) produisent plus
d’ecdystéroides que les matures (Bownes 1989). Ce processus autocrine de signalisation
pourrait également €tre impliqué dans les remaniements structurels qui ont lieu pendant les
premiceres heures de la vie imaginale. Chez les femelles de 24h, les hormones ecdystéroides
¢taient inférieures au seuil de détection de la méthode utilisée comme précédemment rapporté

chez les moustiques femelles anautogénes a jeun et vierges, y compris chez An. gambiae
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(Pondeville et al. 2008, Bai et al. 2010). A I’inverse, les concentrations en ecdystéroides sont
dans tous les cas plus élevées chez les males comparées aux femelles. Ceci est en accord avec
la capacité ecdystéroidogénique plus grande des glandes accessoires males d’An. gambiae
(Pondeville et al. 2008). En outre, ces résultats suggérent un réle comme allohormone du 20-
hydroxyecdysone (20E) dans le comportement reproductif d'An. gambiae, ce qui implique
I’importance des glandes accessoires males dans [’établissement des dynamiques des
populations de moustiques et de leurs stratégies de reproduction. Bien qu'aucune différence
significative en hormones ecdystéroides n’a ét¢ mise en €vidence chez An. arabiensis et An.
gambiae males entre conditions SS et SP, An. coluzzii par contre montre une concentration
significativement plus ¢élevée en ecdystéroides chez les males élevés en conditions optimales
SP. Une telle différence dans les dynamiques et dans I'amplitude de variation des teneurs en
ecdystéroides chez les moustiques males peut entrainer des dynamiques de reproduction et de

populations différentes dans les zones ou les trois especes sont en sympatrie.

2.4) Conclusion partielle

Des différences d’ajustements métabolique et hormonal ont pu étre mises en évidence chez les
trois especes €tudiées au cours de ce travail entre males et femelles et entre conditions
environnementales. Les femelles de 24h ¢levées dans les conditions SS montrent des
métabotypes différents comparées a leurs congéneres élevées dans les conditions SP. Les
ajustements métaboliques observés sont principalement au niveau des composés
interrmédiaires du cycle de Krebs et des acides aminés. Ces ajustements en relation avec la
capacité métabolique et la reproduction représentent des mécanismes importants dans les
stratégies mises en place par les insectes dans les conditions hostiles. Bien que connu pour
leur role dans la déssication, nous n'avons pas observé une accumulation en solutés
compatibles dans les échantillons exposés aux conditions SS et des études des pertes en d'eau
a travers la cuticule devront étre examinés ultérieurement. Si cette étude a permis de metrre en
évidence la variabilit¢ phénotypique vis-a-vis des métabolites secondaires en réponse au
stress, il est de méme important d’examiner les ajustements morphologiques mis en place par

les insectes exposées aux conditions de la saison seche.
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PARTIE 3: Variations morphologiques des spiracles mésothoraciques
d’An.gambiae s.l. exposés aux conditions stressantes de la saison seche

Les résultats de cette étude sont présentés dans ’article:
Mamai W., Mouline K., Dabiré KR., Ouedraogo GA., Renault D., Simard F. Mesothoracic spiracles
morphology in Anopheles gambiae s.I (Diptera) with particular reference to responses to dry season conditions
in Burkina Faso (West Africa). In revision. Parasites and Vectors.

3.1) Introduction

La dessiccation constitue 1’un des stress environnementaux les plus importants auxquels font
face les insectes dans la nature (Gibbs et al. 1997). Chez la plupart des insectes, la perte d’eau
a travers la cuticule est la principale voie, mais 5-20% d’eau sont perdus a travers les
processus de la respiration (Hadley 1994, Chown 2002). Les échanges gazeux respiratoires
chez les moustiques se produisent a travers le systéme trachéal dont les ouvertures au niveau
de la cuticule appelées «spiracles» sont situées sur le thorax et 1'abdomen. Chez les
moustiques adultes, les spiracles sont situés de manicre bilatérale et symétrique sur le
mésothorax, métathorax et les segments abdominaux. Leurs ouvertures réglementent les
compromis ou «trade-offs» entre les échanges de gaz et les pertes en eau, car l'oxygene,
nécessaire a l'activité de la cellule, passe par les spiracles pour entrer dans le systéme
respiratoire (Sukontason et al. 2006). La régulation de 1’ouverture des spiracles joue un rdle
important dans la conservation de l'eau et est mieux illustrée chez les insectes qui manifestent
un mécanisme discontinu d’échanges de gaz respiratoires (Lighton 1996, Sibul et al. 2006).
Bien que la valeur adaptative de ce mécanisme discontinu fasse 1’objet de multiples débats, il
se caractérise par une période ou les spiracles sont completement fermés. En effet, le
mécanisme discontinu est une répétition de cycles d’ouverture-fermeture des spiracles qui
conduit au rejet périodique de dioxyde de carbone (Gray et Bradley 2006). Chez les especes
de fourmis Pogonomyrmex barbatus, le taux métabolique est plus faible chez les individus
utilisant le mécanisme discontinu d’échanges gazeux respiratoires, intermédiaire pour les
individus ayant un mécanisme cyclique, et plus ¢élevé chez les individus utilisant le
mécanisme continu d’échange (Gibbs et Johnson 2004). Les spiracles qui sont en permanence
ouverts permettent un échange maximal des gaz mais exposent les insectes a la dessiccation

(Krafsur 1971). Les mécanismes de conservation d’eau sont d’une importance considérable

85




dans la survie des organismes. Burshel (1963) a montré que les spiracles jouent un role
important dans ce processus de rétention d’eau chez les especes des glossines en milieux
arides. L'objectif ici était donc d’explorer les différences morphologiques et structurelles a
tous les niveaux a travers 1’observation directe des moustiques des trois espéces majeures de

vecteurs du paludisme au Burkina Faso élevées en conditions de SS et de SP.

3.2) Résultats

Huit (8) échantillons par espeéce et par condition ont été¢ analysés dans cette étude. Les
femelles entieres et plusieurs parties de I’insecte dont la téte, les antennes, les haltéres les
spiracles abdominaux et thoraciques, ont été¢ soigneusement observées par MEB dans le but
de mettre en évidence d’éventuelles différences morphologiques et structurelles entre les
especes et/ou conditions environnementales. Aucune différence visible sur la morphologie
générale des insectes n’a été observée entre les conditions expérimentales. Les seules
différences évidentes et frappantes lors de nos observations résident dans 1'aspect structurel
des spiracles mesothoraxiques qui €taient clairement identifiables et observables (Figure 22).
An. coluzzii et An. arabiensis montrent des différences dans l'aspect visuel des spiracles
mésothoraciques et des trichomes les entourant (Figure 23). Chez ces deux espéces, la densité
et I’épaisseur des trichomes (Figure 23) semblent augmenter chez les femelles élevées en
saison séche et recouvrent presque entierement 1’ouverture des spiracles. Mais, il est difficile
par nos observations de dire si nous sommes en présence de trichomes gonflées (ou des
composés osmotiquement actifs ont €té accumulés pour augmenter le volume des trichomes)
ou si les trichomes sont entourés d'une épaisse couche de composés leur donnant cet aspect
gonflé. De plus, nous ne pouvons non plus conclure si les spiracles sont fermés parce qu'ils
sont scellés avec les trichomes ou si les valves en soi sont jointes. Quoi qu'il en soit, les
ouvertures des spiracles semblent étanches et hermétiques chez An. coluzzii et An. arabiensis
élevés en conditions de saison seéche par opposition a An. gambiae, ou toutes les femelles
montrent des spiracles grandement ouverts quelque soit la saison. En outre, nous n'avons pas
¢té en mesure de constater une différence saisonniere dans 1’aspect des trichomes chez cette
espece. Cependant, dans leur ensemble, nos résultats suggerent des capacités différentes entre
les especes du complexe An. gambiae a réguler la perte d'eau et les échanges gazeux a travers

les spiracles respiratoires dans un environnement sec.
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Saison séche

An. coluzzii

Figure 22: Vue au microscope electronique a balayage (MEB) des spiracles chez les femelles
d’An. coluzzii, d’An. gambiae et d’An. arabiensis élevées dans les conditions de saison des
pluies (a gauche) et de saison séche (a droite).

Figure 23: Micrographes des trichomes aux abords des spiracles (grossissement x500 et
x1000) d’An. gambiae s.1.

3.3) Discussion

Malgré 1'importance épidémiologique des moustiques anophéles, rien n’est connu sur les
mécanismes qui sous-tendent la survie de ces especes dans des conditions stressantes de la
saison seche. Nos observations constituent ainsi de données de base sur les réponses
morphologiques mises en place par An. coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis en réponse
aux conditions de la saison seéche dans les savanes d’Afrique de 1’Ouest. La menace de la
dessiccation étant plus sévere lorsque les spiracles sont ouverts (Bursell 1957, Lehman 2001),
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nous nous attendions a ce que les populations élevées dans les conditions sub-optimales
d'humidité et de température présentent des traits morphologiques qui servent a lutter contre
les pertes d’eau. En effet, il est connu qu’au cours de la respiration, l'eau est perdue
rapidement a travers des spiracles ouverts (Lighton et al. 1993, Quinlan et Hadley 1993,
Hadley 1994). En plus, il est démontré chez la fourmi Cataglyphis bicolor des zones arides
par exemple, que les spiracles thoraciques agissent comme des voies de grande capacité pour
le systéme trachéal et sont globalement responsables d'environ 90% des échanges de gaz,
ainsi que de la vapeur d'eau pendant l'activité (Lighton et al. 1993). D’autres études ont par
ailleurs démontré que les spiracles facilitent efficacement la conservation d'eau (Mellanby
1934, Buck et Keister 1949, Bursell 1957, Miller 1964, Kanwisher 1966). Par exemple, en
mesurant le taux de perte en eau chez les mouches tsé-tsé¢ dans divers états de dessiccation,
(Bursell 1957) a pu montrer que le controle de la transpiration par les spiracles augmente
quand les réserves en eau diminuent. Nos données montrent que les moustiques anophéles
exposés aux conditions de la saison séche présentent des modifications morphologiques au
niveau des spiracles. Chez An. coluzzii et An. arabiensis, ceux-ci sont hermétiquement fermés
et recouverts par des trichomes épais. Ce résultat est cohérent avec les résultats de plusieurs
¢tudes antérieures effectuées sur d'autres invertébrés. Par exemple, certaines études ont
indiqué que la fermeture des spiracles par le mécanisme des valves est une adaptation
physiologique qui réduit les pertes en eau chez les insectes (Richards et Davies 1977, Kesler
1985, Borrer et al. 1989, Lehman 2001). Des spiracles fermés ont été rapportés chez
Drosophila melanogaster au cours de I’activité du vol afin de réduire la perte en eau et des
échanges de gaz dans le systéme trachéal (Lehman 2001). De la méme manicre,
Vinogradskaya et Buhorpa (1950) ont conclu que la manieére simple et apparemment
inefficace dont les spiracles thoraciques d’An. maculipennis se ferment est une des causes de
la perte immédiate d'eau caractéristique de cette espéce et d’autres anophéeles. Chez les
especes hygrophiles d'Anopheles et d’Aedes, les ouvertures des spiracles abdominaux sont
relativement plus larges, alors que chez les espéces xérophiles, elles sont plus petites
(Vinogradskaya et Buhorpa 1950). Par ailleurs, le rapport entre la longueur du spiracle et celle
du thorax, appelé indice spiraculaire, a été utilis¢ comme outil taxonomique pour identifier
deux variants écologiques d'dn. stephensi exposés a des conditions environnementales
contrastées (Nagpal et al. 2003). Etant donné la perte d’eau rapide lorsque les spiracles sont
ouverts (Burkett et Schneiderman 1967), nous pensons que face a la dessiccation, les
moustiques conserveraient mieux l'eau en réduisant les ouvertures des spiracles puisque,
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lorsque ces derniers sont fermés, il y a moins de possibilité de diffusion des vapeurs d'eau
hors du systéme trachéal. En plus de la réduction de la perte en eau, nous pensons que la
fermeture des spiracles pourrait également contribuer a réduire le taux métabolique et les
échanges gazeux respiratoires. Huestis et al. (2012) ont démontré que le taux métabolique
moyen chez An. coluzzii était le plus faible pendant la période de transition entre la saison des
pluies et la saison seéche dans le Sahel, ce qui est cohérent avec I’observation des spiracles
fermés chez les moustiques élevés dans ces conditions. Le succes évolutif des especes dans le
temps ou d'un individu dans son milieu dépend de sa capacité de mise en place de
comportements ou de physiologies adaptatives en fonction des fluctuations de
'environnement (Willis 1999). A notre connaissance, notre ¢tude est la premicre a mettre en
¢vidence la présence d'un nombre important de trichomes en réponse au stress
environnemental chez les insectes. Et ceci peut étre considéré comme une premicre barricre
pour prévenir les effets néfastes de conditions environnementales défavorables, tels que la
perte excessive d’eau pendant la respiration. Il reste a déterminer ce qui constitue ces
changements morphologiques et les mécanismes qui les gouvernent. Une étude récente sur
Drosophila melanogaster a montré qu’il y a un lien entre le métabolisme des acides gras dans

les oenocytes et 1’étanchéité des spiracles (Parvy et al. 2012).

3.4) Conclusion partielle

Cette étude a mis en évidence des variations saisonni€res morphologiques des spiracles chez
An. gambiae s.]. exposés aux conditions arides de saison séche dans les savanes d'Afrique de
I’Ouest. En dehors de ’aspect mécanique de fermeture des spiracles respiratoires en saison
séche, la densité et I’épaisseur des trichomes augmentent chez An. coluzzii et An. arabiensis.
ce qui suggere un rdéle important des spiracles dans la réduction des pertes d’eau et le
ralentissant global du métabolisme via la respiration. Les différences observées entre les
especes montrent que des especes proches sur le plan taxonomique peuvent étre
phénotypiquement distinctes lorsqu'elles sont exposées aux mémes conditions stressantes.
Bien qu'il existe des différences claires entre les conditions environnementales chez An.
coluzzi et An. arabiensis, d'autres études sur la morphologie et la composition de la cuticule,
les niveaux d’échanges gazeux et le métabolisme général sont nécessaires pour explorer plus

en détail la pertinence biologique et la valeur adaptative de ces variations morphologiques.
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PARTIE 4: Variation temporelle et persistance en saison seche des
populations d’ An. gambiae s.l. dans une serre grillagée, la malariasphére

Les résultats de cette étude sont présentés dans I’article:
Mamai W., Mouline K., Couret D., Dabir¢ KR., Ouedraogo GA., Lehmann T., Renaud D., Simard F.
Monitoring dry season persistence of Anopheles gambiae s.1. populations in a new contained semi-field system
in Southwestern Burkina Faso, West Africa. En préparation.

4.1) Introduction

La disparition des moustiques en saison séche, sur le terrain, rend difficile toute étude visant a
explorer I’écologie de ces vecteurs dans leur environnement naturel. Or, pour étre réellement
informatives, de telles études ne peuvent étre réalisées qu’avec des spécimens provenant du
terrain (ou leur descendance directe), car I’établissement d’une colonie au laboratoire, ou les
moustiques sont ¢élevés dans des conditions standardisées de température et d’hygrométrie,
sans prédateurs ou pathogeénes et dans des conditions optimales de nourriture et d’accés aux
ressources (compétition intraspécifique limitée), se traduit inévitablement par une dépression
de la variabilité génétique et phénotypique des populations colonisées qui ne sont alors plus
comparables avec leurs congéneres exposés aux conditions de terrain. Un bon compromis
entre conditions naturelles et controlées pour 1’é¢tude de ce type de parametres, réside dans
I’utilisation d’enceintes grillagées de grande taille, implantées sur le terrain et a I’intérieur
desquelles les populations de moustiques peuvent étre établies et étudiées (Knols et al. 2002,
Ferguson et al. 2008). L’objectif de ce travail était de mettre en évidence par une approche
semi-naturelle menée en environnement clos (i) si les populations d 'Anopheles gambiae s.1.
étaient capables de se maintenir pendant la période défavorable, (ii) si la disparition virtuelle
des vecteurs en saison seche et la recolonisation soudaine des sites sur le terrain était possible
dans ce milieu clos et (iii) d’identifier de maniére comparative entre les trois especes les
mécanismes comportementaux qui entrent en jeu dans la survie et la persistance de ces

populations au cours de la saison seche.

4.2) Résultats

4.2.1) Paramétres environnementaux, effectifs et réalisation du cycle de développement des
anophéles dans la serre grillagée
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Les dates de I'introduction des moustiques adultes agés de deux jours et les effectifs par
espece et par sexe sont consignés dans le tableau IX. Toutes espéces confondues, 2129
moustiques du complexe An. gambiae s.1. ont été introduits dans la serre en 2010, et 10910
dont 5555 femelles et 5355 males en 2011.

L’¢tude réalisée la premiere année (2010) a consisté a s’assurer de la réalisation du cycle
complet de développement du moustique. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence la
réalisation complete de tout le cycle de développement du moustique a I’intérieur de
I’enceinte grillagée au vu des observations suivantes: la présence d’essaims (comportement de
reproduction des moustiques sauvages) a ¢t¢ observée réguliérement au crépuscule pendant
une durée d’environ un mois en plusieurs points de I’enceinte et notamment au-dessus des
gites larvaires et a proximité des marqueurs visuels installés. Ensuite la présence permanente
d’ceufs, de larves (L1 a L4) et de pupes dans les gites larvaires artificiels tant qu’ils étaient
disponibles atteste du déroulement des phases aquatiques du cycle. Tout ceci suggére que tous
les éléments (hote nourricier, alimentation sucrée) et conditions écologiques (gites larvaires
favorables) indispensables au développement larvaire et au maintien de la vie aérienne des
moustiques étant parvenus au stade adulte sont présents.

Les variables environnementales (température, humidité relative, précipitations) a 1’extérieur
de la serre, a I'intérieur de la serre et dans la case en banco ont été enregistées grace aux
stations météorologiques installées dans chaque point. Ces données sont présentées dans la
Figure 24. La saison seche s’étale cette année de Novembre a Mai avec cependant quelques
pluies en Avril. Les températures a I’intérieur de la serre varient de 15,6 a 40°C tandis que
I’humidité relative varie de 5 a 95%. Globalement, les moyennes des variables
environnementales a 1’extérieur, a I’intérieur de la serre et a 1’intérieur de la case suivent les

mémes fluctuations.

Tableau IX: Effectifs des populations adultes des trois especes introduites dans la serre

Année Période de lacher An. coluzzii An. gambiae An. arabiensis
Femelles Males Femelles Males Femelles Males

2010 05/08 au 24/10 449 329 350 333 360 308

2011 14/09 au 01/11 1295 1279 2393 2310 1867 1766
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Figure 24: Evolution des moyennes mensuelles de température (A) et d’humidité relative (B)
a ’extérieur de la serre (bleu), a 'intérieur de la serre (violet) et a 'intérieur de la case en
banco (rouge). Les barres verticales représentent la distribution pluviométrie extérieure.

4.2.2) Suivi temporel des populations adultes

La figure 25 représente la présence/absence des anopheles adultes au cours de 1’année ainsi
que la variation temporelle dans les différents gites de repos a l’intérieur de la serre. Les
données sont les moyennes mensuelles calculées sur des effectifs comptés pendant une durée
de temps fixe de 20 min par jour pour chaque type de site de repos. Les refuges ont été classés
en trois catégories a savoir les refuges intérieurs, la case d’habitation locale et I’abri-veau. La

densité des adultes est variable en fonction du type de site de repos et de la période de I’année.
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De I’introduction des adultes jusqu’au 19 janvier soit 80 jours, les moustiques sont observés
en permanence dans les 3 lieux de repos. Mais la densité diminue considérablement jusqu’en
Décembre. En période de saison seche (Janvier — Avril), les moustiques sont quasiment
introuvables. Cependant, des anopheles ont pu étre observés dans les refuges intérieurs (i.e
parpaings, canaris). Enfin, a partir de mai (peu aprés les premieres pluies), les vecteurs
réapparaissent et la densité croit dans 1’abri-veau et les refuges intérieurs mais demeure nulle
dans la case d’habitation. Les conditions climatiques (augmentation de 1’hygrométrie et baisse
de la température, disponibilit¢ en eau) sont alors trés favorables a la pullulation des

anopheles adultes.
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Figure 25: Variation saisoniere des populations adultes d’An. gambiae s.1 dans les gites de
repos dans la serre grillagée. Les rectangles noirs correspondent aux périodes de présence des
moustiques adultes a I’intérieur de la serre tandis que le rectangle bleu, I’intervalle de temps
des lachers des moustiques dans la serre.

4.2.3) Variation des fréquences relatives et présence des populations pré-imaginales a
Uintérieur de la malariasphere.

La dynamique larvaire est présentée a la figure 26. Les larves ont été observées de manicre

continuelle jusqu’au 19 Décembre 2011, soit 50 jours environ apres 1’introduction des
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derniers adultes dans la serre. La mise en eau d’un gite artificiel en pleine saison séche, le 17
Février puis le 11 Mai 2011 a permis d’observer quelques jours plus tard (5 et 6 jours
respectivement) la présence de larves a la surface du gite. Toutes ces larves appartenaient a
I’espeéce An. coluzzii. Anopheles gambiae est présente a I'intérieur de la serre uniquement
pendant une courte période en Novembre et Décembre. Au cours du suivi, sur un total de 171
larves collectées et identifiées par PCR, An. arabiensis est I’espéce dominante (62,6%), suivie

d’An. coluzzii (29,6%) et enfin An. gambiae (7,60%).
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Figure 26: Présence des larves d’anophele dans la serre grillagée et composition spécifique.
Les rectangles gris correspondent aux périodes de présence des larves dans les gites larvaires
et le rectangle bleu, I’intervalle de temps des lachers des moustiques dans la serre.

4.3) Discussion

La capacité des moustiques anopheles a persister et surmonter les conditions défavorables de
la saison seche a ¢té évaluée dans cette ¢tude. Nous avons suivi pendant toute 1’année la
variation temporelle et la distribution a I’intérieur d’une serre grillagée appelée malariasphere,
des populations d'An. coluzzii, An. gambiae et An. arabiensis. Des systémes semi-naturels ont
été¢ développés et mis en ceuvre avec succes dans de nombreuses régions endémiques du
monde et particulierement en Afrique (Knols et al. 2002, Ferguson et al. 2008, Schaffer et al.
2008, Hassan et al. 2010, Ng'habi et al. 2010, Facchinelli et al. 2011, Ritchie et al. 2011,
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Facchinelli et al. 2013). Cette étude décrit pour la premiere fois en Afrique de 1'Ouest, un tel
systtme et son utilisation potentielle pour des études écologiques sur les vecteurs du
paludisme en Afrique.

Ce systeme est réellement viable et reflete aussi proche que possible les conditions
environnementales du milieu naturel. La présence des larves de tous les stades (L1 a L4),
nymphes et adultes dans les cages d'émergence indique que la réalisation compléte du cycle
de vie du moustique est effective a l'intérieur de la malariasphére. Tous les traits d'histoire de
vie, a savoir l'accouplement, repas sanguin et sucré, oviposition ont eu lieu avec succés dans
la serre, démontrant de ce fait la viabilité¢ du systéme pour les especes étudiées. Nos données
montrent que la malariasphére se caractérise par une large gamme de température et
d'humidité relative comparables a celles mesurées pendant la méme période dans les
conditions naturelles du milieu. Des études en laboratoire ont montré que 27-28°C constitue la
température optimale pour le développement d'4n. gambiae s.1. (Lyimo et al. 1992, Bayoh
and Lindsay 2003), tandis que la fitness maximale des adultes est manifeste entre 28 et 32°C.
Malgré qu’il y ait des températures plus élevées (40°C) et une faible humidité relative pas tres
favorables aux moustiques, des populations ont résisté a ces conditions et ont recolonisé de
maniere soudaine le milieu une fois les conditions environnementales redevenues favorables.
Pendant la saison séche, lorsqu’aucune surface en eau n’est disponible, les adultes ont été
retrouvés en petit nombre dans des abris cachés. La présence d’adultes en plein milieu de la
saison seche, et des larves dans les gites mis en eau suggere en effet I’existence d’un
mécanisme de quiescence chez les anopheles du complexe An. gambiae, tel que décrit et
suggéré par plusieurs auteurs (Holstein 1954, Lehmann et al. 2010, Adamou et al. 2011). En
outre, ¢tant donné la faible tolérance a la dessiccation des ceufs d'anopheles (Holstein 1954,
Beier et al. 1990, Koenraadt et al. 2003), I’augmentation de la densité de la population au
retour des conditions favorables doit étre due a la présence d’adultes en état d’estivation ou de
quiescence et non pas a partir d’ceufs ayant résisté a la dessiccation.

Si une espece particuliere est capable de se maintenir pendant la saison seéche par estivation,
alors la population de la saison des pluies suivante devrait étre constituée uniquement
d’individus de cette espéce. Nos résultats montrent la présence d’An. coluzzii et An.
arabiensis la saison pluvieuse suivante, preuve qu’ils ont persisté durant la saison
défavorable. Selon (Yaro et al. 2012), les moustiques qui sont capables de développer leurs
ceufs apres le repas de sang et pondre lorsqu’un gite favorable est disponible sont qualifiés de
«estivants faibles», tandis que les «estivants forts» désignent les especes qui ne développent
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pas leurs ceufs malgré la prise de repas sanguins ou qui ne pondent pas méme si un gite
propice leur est offert. Nos données montrent la présence de larves d’An. coluzzii, quelques
jours seulement aprés la mise en eau des gites larvaires. Sur cette base, on pourrait penser ou
suggérer que cette espece est un «estivant faible» tandis qu’A4n. arabiensis, réapparu bien plus
tard, serait un «estivant forty. Une étude menée au Soudan a constaté que le développement
ovarien se produit trés lentement chez les femelles collectées pendant la saison séche. Ces
femelles réalisent un seul cycle gonotrophique pendant toute la saison séche, ce qui leur
permet de parvenir au stade gravide et sont prétes a déposer leurs ceufs immédiatement apres
le début des pluies (Omer and Cloudsley-Thomson 1968).

D'autre part, si une espece particuliere ne peut tolérer la dessiccation et ne peut survivre aux
conditions extrémes de la saison séche, la recolonisation en saison des pluies est uniquement
due aux migrants en provenance des zones adjacentes ou les conditions sont favorables. Dans
ce cas, la population de cette espéce va disparaitre dans notre environnement clos. Nos
résultats ont montré qu' An. gambiae a complétement disparu et n'a probablement pas pu
résister a la dessiccation (Gray and Bradley 2005b). On pourrait alors penser que cette espéce
survit essentiellement par migration vers des zones plus clémentes en saison seche. Ces
résultats montrent également que les moustiques adultes sont présents en faible densité dans
les habitats cachés pendant la période seéche. Comme tous les arthropodes terrestres, les
moustiques doivent faire face a la menace de la dessiccation, de telle sorte que les préférences
pour des microclimats sont souvent attendues. En effet, le choix de se refugier dans des sites
particuliers est essentiel a la survie en période de chaleur et de sécheresse. Les preuves
¢videntes présentées dans cette étude confirment que les moustiques sélectionnent des
microhabitats pendant la saison seche, probablement pour minimiser les effets néfastes de
l'exposition a des températures €levées. Plusieurs études antérieures ont démontré la présence
de quelques moustiques cachés dans des refuges pendant les mois les plus chauds (Holstein
1954, Charlwood et al. 2000, Minakawa et al. 2001). Cette caractéristique comportementale

est trés cohérente avec le mécanisme d’estivation.

4.4) Conclusion partielle

Cette ¢tude en conditions semi-naturelles apporte des données nouvelles pour notre
compréhension de la persistance des espéces du complexe An. gambiae s.]. dans les
conditions séveres de la saison seéche. Les populations d’An. gambiae s.1. seraient maintenues

localement durant la saison séche par I’intermédiaire des adultes refugiés dans les sites de
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repos leur offrant des conditions de mieux résister a la dessiccation. Par ailleurs, des larves
d’An. coluzzii ont colonisé aussi rapidement les gites quelques jours apres leur mise en eau.
Ce qui sous-entend que les femelles d’An. coluzzii persisteraient dans un état physiologique
prét a permettre [’oviposition dés qu’un gite larvaire est disponible (concordance
gonotrophique). Par contre les femelles d’An. arabiensis pourraient persister dans un état
physiologique qui ne permet pas 1’oviposition (discordance gonotrophique) et ce jusqu’au
retour des conditions favorables permettant la reprise de la reproduction. La disparition ou
I’extinction compléte d’An. gambiae dans un environnement clos suggere I’hypothése que la
recolonisation sur le terrain se fait par des populations de migrants provenant des zones
voisines ou les conditions sont favorables a leur développement. Un argument pouvant étre
avancé pour expliquer cette disparition est celle de la faible capacité a supporter cette longue

période des conditions défavorables.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Conclusion générale

Cette thése a pour ambition de documenter la bioécologie en saison séche des especes du
complexe An. gambiae s.1., vecteurs majeurs du paludisme au Burkina Faso et ainsi contribuer
a une meilleure connaissance des stratégies de survie mises en place par les moustiques pour
pallier aux conditions stressantes de la saison séche. Plus précisément, il s’agissait d’examiner
les réponses ou signatures physiologiques, métaboliques, morphologiques et
comportementales mises en place par ces especes du complexe An. gambiae s.1. & I’approche
de la saison seéche a I’Ouest du Burkina Faso. Des différences importantes dans les stratégies
et cinétiques d’acquisition, de stockage et d’utilisation des ressources ont été mises en
¢vidence, aussi bien entre les 3 especes jumelles que nous avons étudiées, qu’au sein de
chaque espéce, en fonction des conditions environnementales. Les résultats obtenus au
laboratoire trouvent leur écho sur le terrain et des phénotypes particuliers ont été décrits pour
chaque espece. Ces différences traduisent notamment différents compromis entre survie et
reproduction, qui fagconnent la dynamique des populations naturelles de vecteurs et leur
permettent d’utiliser de fagon optimale 1’hétérogénéité spatiale et temporelle de leur
environnement. Ainsi, en conditions naturelles, la physiologie de la reproduction, de
I’allocation des ressources énergétiques, mais aussi la morphologie géométrique alaire ont été
examinées dans deux sites d’études. Les analyses effectuées donnent 1’image globale d’une
plasticité physiologique et morphologique importante a 1’approche de la saison seche. Ainsi,
les femelles adultes d’An. coluzzii émergeant pendant la période de transition entre la saison
de pluies et la saison séche dans le village de Soumousso manifestent une dépression de leur
reproduction. En effet, une proportion trés significative des femelles de cette espéce collectées
en saison seche ne développait pas leurs ovaires jusqu’a maturité (les ovaires restent bloqués
au stade prégravide) malgré la prise de cinq repas de sang. Ce phénomene n’est cependant pas
observé a Bama reflétant la présence et le développement continu de cette espece dans ce
village. Pour cette espece et d’apres les résultats obtenus sur le terrain, 1’hypothése d’une
dépression de la reproduction au profit de I’extension de la durée de vie des adultes peut étre
évoquée, qui rappelle le phénotype de diapause reproductrice, comme évoqué dans la
littérature. Nous avons également pu mettre en évidence un role important de la gestion des
réserves lipidiques dans ’adaptation des vecteurs a leur environnement. Certains de ces
lipides pourraient étre également impliqués dans les modifications morphologiques observées

au niveau des spiracles, a I’'image de ce qui a été reporté chez la drosophile.
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En conditions controlées, et en utilisant des colonies de laboratoire, nous avons mimé dans
des enceintes climatiques les conditions environnementales de la saison de pluies et de saison
seche. A travers les analyses GC-MS et EIA, nous avons mis en évidence un dimorphisme
sexuel important dans les réponses métabolique et hormonale aux conditions de la SS. Les
males n’ajustent pas ou peu leurs métabolites secondaires en fonction des conditions
environnementales, ce qui peut étre 1i¢ a la capacité différente des deux sexes a résister a la
saison seche. En effet, dans les travaux pionniers sur les stratégies de survie en saison séche
réalisés dans la zone de Bobo Dioulasso, trés peu voire aucun male n’avait pu étre trouvé sur
le terrain lors des campagnes d’échantillonnage. Les males se caractérisent cependant par des
concentrations élevées en hormones ecdystéroides, qui diminuent chez An. coluzzi en saison
seche. Les males de cette espéce seraient ainsi indirectement impliqués dans la dépression de
la reproduction observée chez les femelles, dans notre étude mais aussi dans la littérature. Les
femelles des 3 espéces étudiées montrent par contre des ajustements physiologiques
importants. Ces ajustements impliquent particuliécrement une diminution significative des
intermédiaires du cycle de Krebs et de 1’acide aminé Isoleucine, impliqué dans le
développement des ceufs. Ces données témoignent d’une dépression métabolique en général
mais aussi d’une diminution de 1’activité de reproduction pendant la saison séche chez les 3
especes. Parallelement, les observations en microscopie €lectronique a balayage ont permis de
mettre en ¢évidence des caractéristiques originales de la morphologie des spiracles
respiratoires en réponse aux conditions drastiques de la saison séche. Il semble qu’An. coluzzii
et An. arabiensis réduisent au maximum [’ouverture de leurs spiracles grace a I’hypertrophie
de structures appelées trichomes. Implicitement, ce phénomene implique des pertes en eau
ajustées et peut ¢également accompagner la mise en place d’une dépression métabolique
comme le suggerent nos données de métabolomique. Enfin, la derniére partie de notre étude
était consacrée a la mise en place d’un systéme clos a I’intérieur duquel 1’environnent naturel
des vecteurs est reproduit. Cette structure originale mise en place pour la premiere fois en
Afrique de 1I’Ouest s’est révélée tres prometteuse et offre une réelle opportunité pour la
réalisation des études écologiques des vecteurs. Cette étude nous a permis de démontrer que
les especes du complexe An. gambiae s.l. sont capables de se maintenir pendant la saison
séche en I’absence des gites larvaires et réapparaitre lorsque les conditions sont redevenues
favorables. D’aprés nos résultats, ces especes seraient capables de se maintenir en partie grace

a leur capacité a se réfugier dans des microhabitats favorables.
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De tout ce qui précede, ces résultats dans leur ensemble montrent des indices qui suggerent
qu’An. coluzzii et An. arabiensis posseédent des capacités d’estivation pour traverser la période
défavorable de la saison séche. Ces capacités se manifestent par une accumulation des
réserves énergétiques, une dépression reproductrice dans les zones ou les gites larvaires ne
sont pas pérennes, une modification morphologique des spiracles respiratoires et de la taille et
des ajustements métaboliques en faveur d’une diminution de la capacité métabolique et de la
reproduction. Ces ajustements physiologiques et morphologiques associées au comportement
de recherche des sites de refuges moins exposées a la chaleur auraient sans doute contribu¢ au
maintien localement des populations pendant la période défavorable et leur réapparition
lorsque les conditions sont redevenues favorables. Anopheles gambiae, contrairement a An.
coluzzii et An. arabiensis se caractérise par une faible modification de ces phénotypes et en
particulier la disparition de cette espece durant la saison séche suggere que cette espece
opterait pour une recolonisation en début de saison des pluies par migration a partir des zones
voisines plus favorables.

Ainsi, bien que les stratégies adaptatives, diapause, quiescence, ou migration, ne soient
toujours pas formellement identifiées, nos études ont permis I’identification de nouvelles
molécules et comportements qui contribuent au moins en partie a ces adaptations spécifiques
et qui pourront appeler au développement de méthodes de controle innovantes. En effet, a
I’image de I’hiver en zone tempérée, le passage de la saison seche tropicale pour ces
organismes fragiles reste un challenge primordial. Perturber ces mécanismes par des actions
spécifiques pourrait alors permettre de fragiliser cet équilibre en rendant les moustiques

inaptes a survivre dans de tels environnements.

Perspectives

Dans cette these, nous nous sommes limités a rechercher les réponses phénotypiques mises en
place par les membres du complexe An. gambie s.l. au moment de ’installation de la saison
seche, caractérisée par les fluctuations des parametres environnementaux tels que la
température et I’humidité relative. Il serait important dans des études ultérieures de découpler
ces différents parameétres afin d’identifier le stimulus ou les stimuli clefs responsables de la
mise en place des stratégies de survie en faisant varier un a un et de manicre séquentielle, les
différents parametres physiques (température, hygrométrie, photopériode) et biologiques
(densité larvaire) lors de l’¢levage des moustiques. Les symptdmes physiologiques jugés
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significatifs et apparaissant sur le terrain et dans la serre au moment de l'installation de la
saison séche seront recherchés. Ce travail sera réalisé sur plusieurs générations, afin de mettre
en évidence, s’il existe, un «effet maternel» connu pour stimuler 1’apparition des phénoménes
de dormance chez les insectes (Denlinger 1986, 2002, Mousseau and Dingle, 1991). De plus,
les ajustements métaboliques et morphologiques que nous avons mis en évidence au cours de
cette étude vont dans le sens d’une faible capacité métabolique engendrée par les fluctuations
des paramétres environnementaux et d’une réduction des pertes en eau. Il serait important
d’évaluer le taux métabolique par la mesure des échanges gazeux respiratoires grace aux
expériences de respirométrie reflétant directement le statut métabolique de 1’individu. De
méme, la mesure de 1’épaisseur de la cuticule nous renseignera sur la capacité de la résistance
a la dessiccation en limitant les pertes en eau a travers la cuticule. La plupart de nos résultats
se situent principalement dans 1’ére post génomique. L’ensemble du génome de 1’anophele
¢tant séquencé (Holt et al. 2002), il serait important de passer a I’analyse de leurs bases
génétiques afin d’identifier les génes exprimés et ainsi accéder a une vraie compréhension des
mécanismes impliqués dans 1’adaptation aux conditions d’aridité de la saison seéche. Certes
notre méthode a des limites dans le suivi de la dynamique des populations adultes compte
tenu de D’effectif limité a I’intérieur de la serre, mais il serait souhaitable et intéressant
d’utiliser d’autres approches telles 1’utilisation des marqueurs d’exposition aux piqlres
d’anopheles dans la serre en mesurant la réponse anti salive du moustique chez les bovins

eXposes.

La caractérisation fine des mécanismes responsables des ajustements physiologiques et
comportementaux permettant la survie des vecteurs en saison seéche génerera autant de
données fondamentales pour la mise en place de stratégies de lutte alternative possiblement
basées sur I'utilisation d’insectes génétiquement modifiés (interruption génétique ou chimique
des voies métaboliques impliquées dans la survie). De telles données fourniront en outre la
base scientifique innovante d'un contrdle des vecteurs d'autant plus efficace qu'il
interviendrait a un moment ou les populations de vecteurs sont les plus faibles et dans des

conditions environnementales qui leur sont particulierement défavorables.
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Annexe 1: Concentrations des métabolites chez les males et femelles d’An. gambiae, d’ An. coluzzii et d’An.

arabiensis collectés 1h et 24h aprés émergence et exposées aux conditions de saison seéche (rouge, SS) et de
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Annexe 2 : Protocole de PCR SINE200 pour détecter les différentes espéces du complexe An. gambiae s.1.
d’aprés Santolamazza et al. 2008.

Amorces

Sine 200X 6.1 F: TCG CCT TAG ACC TTG CGT TA
Sine 200X 6.1 R: CGC TTC AAG AAT TCG AGA TAC

Avec la Taq 5 PRIME pour un volume final de 20 pl par réaction

Réactifs Conc. finale Pour 1 rxs a 20 pl

Tampon de Taq 10X 1X 2 ul

25 Mm MgCI2 2,5mM 2 ul

5Mm dNTP 0,2mM 0,8 ul

Primer F (20 uM) 5 pmoles 0,3 ul

Primer R (20 uM) 5 pmoles 0,3 ul

Taq DNApolym (5U/ul) 035U 0,07 ul

DdH20 12,53 ul

DNA template 2 ul
Amplification :

10°[30°’, 30", 60°’]35¢ @ 54°C

Taille attendue :
A . gambiae forme M :

A . arabiensis :

479 bp (présence du géne Sine 200x 6.1)
A . gambiae forme S, A. melas, A. quadriannulatus : 249 bp (absence du géne Sine 200x 6.1)
223 bp (absence du géne Sine 200x 6.1)

33cycles
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