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SIGLES ET ABREVIATIONS

ASB = Albumine de Sérum Bovin
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Ae. = Aedes

AG = Amorce An. gambiae

An. = Anopheles

AR = Amorce An. arabiensis

Bti = Bacillus thuringiensis isralensis
CTA= Combinaisons Thérapeutiques a base
d'Artémisinine

Cx. = Culex
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ddl = Degrés de liberté

DDT = Dichloro-Diphényl-Trichloréthane
dNTP = DésoxyribonucléotideTriPhosphate

D. = Drosophila
DO = Densité Optique
et al. = et alii

Fi = Hybride de premiére génération
Fi+n = Hybride de n®™ génération
F1 = Premiére fauchée

F2 = Deuxiéme fauchée

F3 = Troisiéme fauchée

g/l = gramme par litre

GPS = Global Positioning System
ha = hectare

HEG = Homing Endonuclease Genes
H>O =Eau

HR = Humidité Relative

IGS = Inter-Genic Spacer

IRSS = Institut de Recherche en Sciences de la
Santé

J=Joule

Kdr = Knockdown resistance

km = kilométre

km? = kilométre carré

LAYV = Lutte Antivectorielle

L = Longueur

m = metre

m/s = metre par seconde

m> = métre cube

mA = milliampére

MalERA = Malaria FEradication Reseach
Agenda

Mb = Méga-base

mg/l = milligramme par litre

MII = Moustiquaire Imprégnée d’Insecticide
ml = millilitre

mm = millimétre

mM = millimole

mn = minute

mV = millivolt

Nb= Nombre

nm = nanometre

OMD= Objectifs du Millénaire pour le
Développement

OMS = Organisation Mondiale pour la Santé
OP = Organophosphorés

p = p-value

Pb = Paire de bases

PCR = Polymerase Chain Reaction
PCR-RFLP = Polymerase Chain Reaction
Restriction Fragment Lenght Polymorphism
s = Seconde

SINE = Short INterspersed Elements

s.l. = sensu lato

SNP = Single Nucleotide Polymorphisms
s.s. = sensu stricto

Taq = Thermus aquaticus

TIS = Technique de I’Insecte Stérile

UCAD = Université Cheikh Anta Diop

U/ul = Unité par microlitre

VK= Vallée du Kou

WHO = World Health Organization

x> = Chi-deux

°C = Degré¢ Celsius

pl = microlitre

UM = micromole

95% c1=95% Confidence Interval



LISTE DES FIGURES

Figure 1: Distribution géographique des especes du complexe An. gambiae. A: An. arabiensis (rouge) ;
B: An. gambiae et An. coluzzii (verte) ; C: An. melas (bleue) ; An. merus (orange) ; An. bwambae
(turquoise) ; D: An. quadriannulatus (jaune) ; An. amharicus (rose) et An. comorensis (cercle
bleue clair) (Lanzaro et al.,, 2013) .....cccuieeiie et eeeeseeerte e e cee st e e s e e e rrae e sbeeesraeesnreeeraeesnreeeans 19

Figure 2: Localisation géographique des sites d’étude de VK7, Soumousso et Bana dans la zone
soudanienne du BUrKinNa FASO .......ccciierciiiiiieeniee ettt ettt e sste e st sssane e sabeesbaeesaeeesraessaseeen 31

Figure 3: Répartition géographique des especes du complexe An. gambiae s.l. au Burkina Faso
(Costantini €t Al., 2009) ....cccueieiieeecieeeee et e et e et e st e et e e s te e et e e e e e e raeesbaeenraeeanreeearteearaeenns 31

Figure 4: Localisation géographique des sites d’étude de VK7, Soumousso et Bana dans la zone

soudanienne du BUrKing FASO ......cccueiieiiieiienierieeie ettt sttt et et st st st 32
Figure 5: Localisation de [a Vall€e du KOU.........cooeuiiiiieciiiee ettt et e e 34
Figure 6: Localisation de SOUMOUSSO ........cceciiiiiiiiiieeeeiiieeeesite e e eeite e e e taeeesebtaeeeeabaeeeenteeeeesseaesensenas 35
Figure 7: Localisation d@ Ban@.......cuueiiiiiiiieeiee ettt ettt et st e e e e atee e e e nbe e e s e nbr e e e e nneeas 36
Figure 8: Collecte des larves d’anopheles (photo : A. NiaNg).....cccccvueeeiciiiieieiieee e 39
Figure 9: Echantillonnage des moustiques dans les essaims (photo : S. Sawadogo)........ccccecvveeeennenn. 41
Figure 10: Essaim d’An. gambiae s.l. observé au Burkina Faso (Diabaté & Tripet, 2015)..................... 41
Figure 11: Capture des moustiques dans les lieux de repos (photo : S. Sawadogo).........cccceeuvveeennnenn. 42
Figure 12: Séance d’identification morphologique des moustiques (photo : A. Niang) .........ccceeevennne 43

Figure 13: La carte génomique montrant des régions péricentromériques divergentes entre An.
coluzzii et An. gambiae : (A) Localisation des SNPs utilisés dans les « fles de spéciation » des
chromosomiques X, 2L et 3L. (B) Grossissement des régions péricentromériques..........ccceeeuuue. 45

Figure 14: Transplantation larvaire (A ; photo : A. Diabaté) et retrait des adultes émergents (B ; photo

Figure 15: Résultats du génotypage des SNPs localisés dans les «iles de spéciation » des
chromosomes X, 2L et 3L: chaque ligne représente le génotype individuel d’'un moustique sur les
15 SNPs utilisés. Chaque colonne représente un locus avec deux alleles a I'exception du
chromosome X qui comportent un allele chez les males (hémizygotes). La couleur bleu clair
représente les alleles homozygotes pour An. coluzzii, bleu foncé pour les alléles homozygotes
An. gambiae et le jaune représente les alleles hétérozygotes. ......coocvvvvieiiecciei e, 57

Figure 16: Génotypage des SNPs dans les « fles de spéciation » chez les males et femelles An.
gambiae et An. coluzzii collectés dans des essaims a VK7 (A) et a Soumousso (B) entre 2006 et



Figure 17: Proportion d’association entre les essaims spécifiques et les fles de spéciation chez An.
(o0 ] (77241 R Y B [0 T2 ] o) o =PSRN 63

Figure 18: Caractérisation spécifique de la boule de sperme extraite de la spermatheéque des femelles
inséminées d’An. gambiae s.s. Les bandes d’ADN sont représentées par deux marqueurs de
taille de 100 pb (MT) ; contréle négatif (C-, 4) ; boules de sperme récupérées des spermatheques
de femelles capturées en couples interspécifiques d’An. gambiae (col, 5-8) et An. coluzzii (gam,
9). Les bandes attendues sont indiqUées €N (Ph).....ccccuiieieciiie e 70

Figure 19: PCR multiplexe pour le sexage et I'identification spécifique des larves d’An. gambiae s.l.
Les bandes d’ADN sont représentées par deux marqueurs de taille de 100 pb (1, 21) ; contréle
négatif (C-, 2) ; males (3-5) et femelles (6-8) An. coluzzii, femelles hybrides (9-11), males (12-14)
et femelles (15-17) An. gambiae s.s. et femelles An. arabiensis (18-20). Les bandes attendues
(o) ol T oo [T [OT=TT =T o (] o) TSR 71

Figure 20: Comparaison des taux d’hybridation aux stades de reproduction (couples collectés dans les
€55aims), |arvaire et adUlte QU FEPOS.....ci it e e e e e re e e e e e beeeeeeanes 76

Figure 21: Nombre de moustiques émergents : (A) Comparaison des taux d’émergence des adultes
dans les cages avec et sans prédateurs. (B) Comparaison des taux d’émergence des femelles des
especes parentales et leurs hybrides réciproques. Les rectangles rétrécis au milieu verts (21A) et
blancs (21B) indiquent la dispersion des données. Les traits horizontaux interseptant les lignes
verticales en pointillé représentent les valeurs maximale et minimale de cette dispersion. Les
traits (21A) et les points (21B) noir foncés correspondent a la médiane. ........cccccccvveeecvieeeennen. 84

Figure 22: Comparaison du temps de développement larvaire des males et femelles dans les cages
avec et sans prédateurs. Les rectangles retressis indiquent la dispersion des données. Les traits
horizontaux en pointillé représentent les valeurs maximale et minimale de cette dispersion. Les
points verts correspondent @ la MEIANE. .........ooioiiiiii e 86

Figure 23: Temps de développement des espéces parentales et les hybrides réciproques................. 87

Figure 24: Taille des ailes des adultes émergents des cages avec et sans prédateurs. Les rectangles
verts retressis au milieu indiquent la dispersion des données. Les traits horizontaux interseptant
les lignes verticales en pointillé représentent les valeurs maximale et minimale de cette
dispersion. Les traits noir foncé correspondent a la médiane. ......c.ccoeeevvcieiiivciiie e 88

Figure 25: Taille des ailes des espéces parentales et leurs hybrides réciproques. Les rectangles verts
retressis au milieu indiquent la dispersion des données. Les traits horizontaux interseptant les
lignes verticales en pointillé représentent les valeurs maximale et minimale de cette dispersion.
Les traits noir foncé correspondent a [a MEdIane.........ccuvvviiiiiiiiiciee e 89

Figure 26: Comparaison des réserves énergétiques des males nouvellement émergés (Emergent), des
males au repos (matin + soir) et dans des €sSaims (PIC) ....eeeeecerieeiiiiieieeiiee e 96

Figure 27: Bilan énergétique (sucres totaux (A et B) et glycogéne (C et D)) des maéles (collectés au
début (F1), au pic (F2) et a la fin de I'essaimage (F3)) d’An. coluzzii (A et C) et An. gambiae (B et
D). Les males An. coluzzii et An. gambiae ont été collectés respectivement a VK7 et a
Soumousso. Les graphes du méme groupe ayant les mémes lettres ne sont pas statistiquement
QIFfEIENTS (P>0.05). . uveeeiieieiee ettt cetre e eeete e e eetre e e eebre e e e eebreeeesebereeesbbaeeesnsraseesasereessnsreeessnses 99



Figure 28: Comparaison de la taille des males couplés et non-couplés ainsi que des males collectés a
différents temps donnés au cours de I'essaimage d’An. coluzzii a VK7 (A) et An. gambiae a
SOUMOUSSO (B) eerrvriiiiiiiiiiiiiieiee e eeectree e e e eeeebtre e e e e e e ee e abaaeeeseeeeessssbeseeeaeeeeessssrereseeessenssarereeeeas 100

Figure 29: Comparaison de la taille des males et celle des femelles pris en couples et distribution des
fréquences de la taille des males couplés (en rouge) et non-couplés (en bleu) chez An. coluzzii
(VK7) (A, B) et An. gambiae (SOUMOUSSO) (C, D) veeeevrieeieiiieeeeiieee ettt eree e e eire e e e vraee e 101

Figure 30: Corrélation entre la taille des ailes gauches et droites des males couplés et non-couplés
ot [0 10 4o F= L I [T YT Y- 1 U 102

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Description allélique des SNPs utilisés pour la caractérisation des hybrides entre An.
COIUZZIT €T AN. GAMDBIGE.........oeeevieeeeeetiee et et e e et e e e ectte e e e e ebte e e e ebteeeesbtaeesestaeesesteeeesasraneesnes 46

Tableau 2: Accouplement positivement assorti incomplet entre An. coluzzii et An. gambiae dans les
essaims collectés a VK7, SOUMOUSSO €1 BANa .....c.coovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeee e vee e 73

Tableau 3: Fréquences des femelles An. coluzzii, An. gambiae et hybrides au stades larvaire et adulte
AU rePOS A VK7 €1 2 SOUMOUSSO ...eieiiuiiiieiiiiieeeetieeessireeesstteeesstreessssaeeesssssaeesssssesesssssseessssssesssnnes 75

Tableau 4: Régression Logistique des effets de la localité (VK7 et Soumousso), espéces jumelles et le
stade de vie sur les taux d’hybridation entre An. coluzzii and An. gambiae..............c..ccccveeenne. 77

Tableau 5: Tableaux de contingence comparatifs du succes au développement d’An. coluzzii, An.
gambiae et leurs hybrides réciproques en I'absence et en présence des prédateurs ................. 85

Tableau 6: Valeurs moyennes des sucres totaux, du glycogene, des lipides et des protéines
contenues dans différents groupes de moustiques collectés au repos (matin, soir) et en activité
(o W T 10 T 1= PSR PPPPPN 97

viii



TABLE DES MATIERES

INTRODUCTION GENERALE ......cotiiiiiiieieeetee ettt sttt ettt e e sse e seeneeseeneenes 1
INtroduCtion GENETALE. ......cocuiiiiiiii ettt ettt ettt et e b et b e sttt an 2
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE .......cuiiiiiiiieeseeee ettt sttt et esseeneeseeneenes 9
1. Revue biblioraphiqUe ..........oouiiiiiiieii ettt st ettt et 10
I.1. Les vecteurs du paludisSme €n AfTIQUE .......c.eeevuiiiiiieiiieciee ettt 10
I.1.1. Le complexe AN. gambBDI@e........c.oouiiiiiiiiieeceeeeete ettt ettt e 11
I.1.1.1. La cytogénétique et les formes chromosomiques d’An. gambiae s.S.........cceevevveveeeerrennennn. 11
I.1.1.2. Les formes moléculaires d’An. GamMbDIGE S.S........cvervirieiiriieieieieeeesre ettt ese e 13
I.1.2. Isolement reproductif avec flux de génes entre An. coluzzii et An. gambiae.............ccccoeu..... 15
1.1.2.1. Isolement reproductif préCOPUIALOITE ........eevveriieiieiieiecte ettt seeesreebeeraesreesene e 16
1.1.2.2. Isolement reproductif POSt-ZYZOtIQUE ....cc.eeveeriieiieiierieerie et et e seeeseresereereeraesreesene e 16
I.1.3. Distribution géographique des especes du complexe An. gambiae...........cccoevevveveieeeeeennenne. 17
1.2. Cycle de développement des anopheles..........coceiriiiiiiiiienienieee et 20
1.2.1. La phase aqUatiqUe.......ccueeuieruieeiieeie ettt ettt et ettt e e et et e bt e sbtesseesateenteebeesbeesneens 20
1.2.2. 1a Phase €TIEMNE........eeuieiieiieiieeie ettt ettt ettt et stt e sttt et e bt e st eesatesateenseebeesseasneenns 20
1.2.2.1. Le comportement trophique des anopheles..........c.eoverieriiriiierieieiereecee e 21
1.2.2.2. Le comportement reproductif des anopheles .........cccvevverieriieciieiieniesee e siee e 21
[.3. La [utte antiVeCtOTICLIE ......c.ooueeeieiieiieieee ettt ettt et e et eeeeneeneas 22
[.3.1. La Tutte anti-larvaile.......ccceeierieeeieieieeieie sttt ettt ettt et e et et e ae et e seeneeneeeneeneas 22
1.3.2. La lutte contre les stades adultes..........oooeeriiriiiiiiiiieieesieceee ettt 23
1.3.2.1. Lutte génétique contre les vecteurs du paludiSme..........cccceeevvveeiieriienieniienieeeee e 24
1.3.2.1.1. La stratégie de suppression par la Technique de I’Insecte Stérile (TIS)........ccocevvrvenenee. 24
1.3.2.1.2. La stratégie de remplacement par diffusion et dissémination de geénes............cccceeveeeneenne 25
1.3.2.1.3. Facteurs déterminants du succes reproducteur des Males ..........cceevvevvereeeieeriieneenneenens 26
PRESENTATION DE L’ETUDE ..ottt ettt st eseenae s ennas 27



T1. PréSentation de IEUAE. ......ooeeee ettt e e e e e e e e et eeeeeeeeeraeeeeeeesessessereeeeeseeaaas 28

I1.2. Présentation des faci¢s éco-climatiques du Burkina Faso .........ccccocevveviiieciiiiciiecie e, 29
I1.2.1. La ZoNe SANEIENME..........ooiuiiiiiiieee ettt ettt st st e st e bt e saeeeas 29
[1.2.2. La zone soudano-Sah€lienne ..........cccouerieriiriieiieiiieieeesie ettt 30
[1.2.3. L2 ZONE SOUANICIINE. ......everuieniitieiieieeiieie sttt ettt et steeate st bt et e sbe et e tesseeaeesbeese e seeaeeneesneeneas 30
I1.3. Présentation des SiteS d ETUAE .......c.eerueruiruiirieiieiesie ettt ettt 32
IL3.1. La Vallée du Kou (VKT7) cueeieeieciicietestestee ettt ettt st eestaessaeseseessaessaessaessnenns 33
IL.3.2. SOUMOUSSO ...ttt ettt ettt ettt et e s bt e e at e st e e bt e ebeesheesateeabeembe e bt esbeesseeeateenteebeesbeasneenns 34
LB TR TR 2 - s - IR PRSP 36
MATERIELS ET METHODES .......oeeiieete ettt ettt ettt sttt 37
1. Matériels €t MEtNOAES. ... .cccueiuieeieiietieeeee ettt ettt et e st et eeesseeneas 38
II1.1. Echantillonnage et traitement des MOUSTIQUES ........cveevvierieerierireeriereeseeseessesseeseesseesseesneans 38
IIL.1.1. Evaluation des mécanismes d’isolement reproductif précopulatoire ...........c.cceeveeveereennnne 38
IILT.1.1. ProSpection [arVaire ........cceeeieeiieiieieestterite ettt ettt ettt ettt e sb e sateeateeteebeesaeesnneens 38
II1.1.1.2. Suivi et collecte de moustiques dans les eSSAIMS ........ccccveeueeruieriierierieree e 39
II1.1.1.3. Collecte des moustiques dans les lieuX de 1ePOS ......evveererrireriieiieieieeee e 42
II1.1.1.4. Identification morphologique et moléculaire des moustiques collectés ............coecvrruenunen. 42
IIL.1.1.5. Identification moléculaire et génotypage des SNPS .......c.ccveevieciieniieniecieeeee e 44
II1.1.2. Evaluation des mécanismes d’isolement reproductif post-zygotique.........cceeevvevreereereenenenns 47
II1.1.2.1. Collecte et mise en ponte individuelle des femelles SAUVAZES .........cccververvierieerieeriennenns 47
I1.1.2.2. Elevage des larves et croisement des adultes de 1a Fo.......cccooevieiieiiiniiniiniiiieices 47
II1.1.2.3. Transplantation des larves de 1a Fi......ccccoviiiiiiiiiiieieeee e 48
II1.2. Etude des facteurs déterminants du succes reproducteur des males...........cooceeveieevieenieeneennenns 50
[I1.2.1. Collecte et traitement des MOUSTIGUES ......evverureriereiriinierienieetete sttt ettt eiee et eee e eaees 50
II1.2.2. Techniques d’extraction et dosage des MEtabolites.........cccvievieeriecrierierieeie e 50
L 200 B 25 o1 5 T (ST STR PR 51
I1.2.2.2. Dosage des MELADOLILES ......ccvievierieriiesiierie et ereerre et e sttesereeereesbeeseestaessseesseesseesseesseasssenns 51
111.2.2.2.1. Dosage des protéines (Bradford, 1976) .........cccevievieiiiriicrieieeerieecee et 51
IT1.2.2.2.2. DOSAZE A@S SUCTES....uveeuieeuieeuiieieeiientteritesiteeteeteesteesseesstesnseeseeseesseesseesnsesnseenseesseesnsenns 51
I1.2.2.2.3. D0SAZE AU ZLYCOGENE......eeiuiieiieiieiietieeite ettt ettt ettt ettt st e s ateente e teesaeesnneens 52
I1.2.2.2.4. D0SAZE deS LIPIACS ..eevvieiieeiieeiieiieiiestesite ettt ettt ettt ettt staesraesaneenseessaessaesnnenns 52
[11.2.2.2.5. Calcul de la concentration des différents métabolites ..........c.ccecerireereniniieniniinienenee. 53
I11.2.3. Mesure de la taille des ailes et estimation de la symétrie des males ..........cccccveevveerreenrrennnenns 53
RESULTATS ET DISCUSSIONS ..ottt sttt ettt ettt ettt st eaees 54



Chapitre 1 : Role des « iles de spéciation » dans la ségrégation spatiale des essaims d’An. coluzzii et

AN GAMDIAE. ...ttt ettt et et e ettt e e te e e eteeae et e e te et e eteeteeteeteeat e teeaeeteereennas 55
1.1, ProODIEMALIQUE. .. .. eeeieeieeiieiieeesie ettt ettt et s e e beesteeseaessseesbeassaessaeseesssesssessseessaessassseenns 55
1.2, MELhOAOLOZIC.....cvveeeieeieeiieiierie st ettt ettt e ste et e et e e steeseaessaeesseassaessaesseesssesssessseessassseesseenns 56
1.3 RESUITALS ...enietie ittt ettt e b e e a e s et e et e e bt e bt e s bt e sbteenteeateebeesbeesneeaas 58
1.3.1. Identification moléculaire des males et femelles Capturés ............cocceeveerciercieereenieeseesnenns 58
1.3.2. Génotypage des SNPs chez les males et femelles capturés...........ceceeveeviirieeiennieeneennne 59
L4 DISCUSSION -.uvteuteiieiieteettete et ettt e et esb et e et e eat et e bt e tesbeemeesteestemseebeemee st eme et e saeentenseeneensenaeenee 64

Chapitre 2 : Extréme dominance asymétrique et hybridation saisonniere des populations d’An.

coluzzii et An. gambiae a I’Ouest du Burkina Faso...........cccevviiieviiiieiiniieieieseeieee et 68
2.1, PrODIEMALIQUE. ......eevieieeieie it cie et eiee st et e st e et et e st essaessaessaessseesseessaessaesseesssesssensseesseenseenses 68
B\, 1< 1T T4 [0 Lo o3 1< OSSR 69
2.2.1. Echantillonnage des MOUSTIQUES. ........eccverrieriecrierriesieeseesresseeseesseesseesseesssesssessseesseessesses 69
2.2.2. Identification des moustiques par PCR ...........coccoiiiiiiiiiiiii e 70
2.2.3. ANalySe deS AONMNEERS.......ccvierieiierieesiiecre e et ertertee e e staesebeesseessaesseesseesssessseesseesseesseensns 71
2.3 RESUILALS ...ttt ettt et et b e bt e s b e satesate et e enbeesbeeeneeenteenbeeabeenbeebeennes 72
2.3.1. SUIVI dES ©SSAIIMS ......eeeeieitieiietieeieie ettt ettt ettt et e s et et e teeseebe s st ente st eseentesseeneesseeneenseeneenes 72
2.3.2. Femelles sauvages collectées au stade 1arvaire ...........cooeeveeriieiieenieeneeneeeieeee e 74
2.3.3. Femelles au stade adulte collectées at rePOS.......eevvierieeriierieeieeieerieeseeseesreereeereesreeseeeens 74
2.3.3. Taux d’hybridation et la sélection contre les hybrides .........c.cceevevverienciencieeciiereeieeeeenne 76
2.4, DISCUSSION «.eueiieiieeteeteestte sttt ete e bt e bt esteeetteeateeateeabe e st asbtesstesstesaseenseenseeseeaseesntesnseenseenseenseenses 77

Chapitre 3 : Estimation de 1’isolement reproductif post-zygotique entre An. coluzzii et An. gambiae

........................................................................................................................................................... 81
3.1, ProDIEMALIQUE. ......eevieiieiiieciie ettt et et e et e b e eeb e et e esteestaesebessbeesbeesseessaesseesssessseasseasseessensses 81
I\ 141 To T (o] (o 4 1< OSSR 82
G TR 2T 11 SRR 83
3.3.1. Le taux d’émergence globale.........cccccvecvieiieiieiieieiecie ettt re e re s 83
3.3.2. Comparaison du succes a I’émergence des adultes ........c..coceevererienineenininicnineeeeeen 83
3.3.3. Le temps de développement 1arvaire.........c.cccveeeveerriereeneenreeieeieesieesteesteesnesneseneesseesseesens 86
3.3.4. Lamesure de la taille des ailes .........ccoeoievierieiiiiiieieeee s 88
34, DISCUSSION -uvtuteieeiieteeteete et et et e et e e st e et e bt es e e et eseeaeesseene e seeseenseeseentaseeneensesneensaseeneensenneenes 89

Chapitre 4 : Role des réserves nutritionnelles et la taille sur le succes reproducteur des males An.

CONUZZIT B ANLQAMDIAE S.S...cuviitietieiiceiete ettt ettt ettt ettt e et et e s te e s e beeee e s e steesseeteersenbeersensesreennas 94
4.1, PrODIEMALIGUE. .. .cvievieiieeiieceiiette et estee st e eteeve et e este e teestbeeebessbeesseessaesssessseesseesseesseessensssessnees 94
Y] (<31 1 e 1o (o] 1o o 1< PR PRPSTRSRRE 95
T T 1L £ SRS 95



4.3.1. Variations des réserves énergétiques en fonction de 1’activité des males ..........cccceevvvenenee 95

4.3.2. Bilan énergétique des males des essaims d’An. coluzzii et An. gambiae.............ccoceeveuenene 98
4.3.3. Réserves énergétiques des males couplés et non-couplés dans les essaims....................... 100
4.3.4. Mesure de la taille des @iles.........coruiiiiiiiiiiieiee e 100
4.3.4.1. Implication de la taille des ailes dans le succes reproducteur ............cevververcreecreenennne. 100
4.3.4.2. Estimation de 1@ SYMELIIe ......c..eevuiiiiiiiiiiiieie ettt e 102

4.4 DISCUSSION ..cutintieiietieiieste ettt ettt et ettt e e bt e b et eeb e et e bt eat e e e sbeeatentesstenbeebeentebeeneensenseenean 103
4.4.1. Variations des réserves énergétiques en fonction de I’activité des males ...............cc.c..... 103
4.4.2. Bilan énergétique des males des essaims d’An. coluzzii et An. gambiae............cceevenneeee. 104
4.4.3. Réserves énergétiques des males couplés et non-couplés dans les essaims....................... 105
4.4.4. Taille des ailes et symétrie du MALE..........ccceeriiiiiiiiiiiee e 106
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES .....c.ooiiiiiiieieeeeteeee e 108
CONCIUSION GENETALE ......veevieieiieeiieiieieesieeeeesteeteeteesteesteesteesssessbeesseesseesseesssessseasseasseessaessessssenssene 109
POISPECTIVES ...ttt ettt ettt et ettt e b et esb e e sat e eat e e be e bt e ebeeeateeabeeabe e bt e bt enaeesnteeaneentean 110
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......oiiiiiiieieieesteee ettt 112
ANNEXES ..ottt ettt et ettt et et e et e e st et e e st e b e seesa e s e e st e st e st et e teeaeenteeteeneenseeneenes 129
Annexe 1 : Le Principe de la PCR et procédure d’extraction d’ADN.........cccceeiieiienienienienieeen. 130

Annexe 2 :Protocole de dosage des métabolites d’An. gambiae s.1. par spectrophotométrie, gamme
des standards et Préparations des réactifs et SOIULIONS .........ccccueriiriiiriieiieniecie e 133

Annexe 2 :Protocole de dosage des métabolites d’An. gambiae s.l. par spectrophotométrie, gamme

des standards et Préparations des réactifs et SOIULIONS ........cceccverviecrieriierieriecee e e esee e e 136
Annexe 3 : Communications orales et affiches ............oeoeiiiiriiiiiiie e 139
Annexe 4 : Articles Publi€S OU SOUMIIS ......ccuieiuieiiieriierierite ettt ettt ettt e bt e saeesaeesneeeneeas 140
N 5 1 S SO 140
F N 45 To] L OO 150
F N 5 16 (ST T TSSO 168

xii



INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Le paludisme est I'une des maladies parasitaires les plus répandues dans le monde
(Greenwood & Mutabingwa, 2002). Il est causé par un protozoaire appartenant a 1’une des
cing especes du genre Plasmodium (Figtree et al., 2010). Le parasite est transmis a I’homme
par la piqiire d’une femelle de moustique du genre Anopheles. Selon les estimations de 'OMS
en 2000, 300 a 500 millions de cas de paludisme dont 2,7 millions de décés ont été enregistrés
dans le monde (WHO, 2005). Cette affection parasitaire a été identifiée comme 1’un des plus
grands obstacles au développement mondial. Ainsi, I’'un des huit Objectifs du Millénaire pour
le Développement (OMD) visait a réduire I’incidence du paludisme et commencer a inverser
la tendance a I’horizon 2015 (WHO, 2014). A la date d’aujourd’hui, selon le rapport de
I’OMS de 2015 intitulé « Achieving the Malaria Millennium Development Goal Target » cet
objectif spécifique a été atteint, car une baisse de 37% du nombre de nouveaux cas a été
observée en 15 ans (WHO, 2015). Le taux de mortalité¢ des enfants de moins de 5 ans di au
paludisme a baissé¢ de 65%, bien que cela représente encore plus de deux tiers des cas de
déces chez les enfants, toutes causes confondues (WHO, 2015). Il est fort heureux de
constater aujourd’hui que le paludisme a régressé dans toutes les régions du monde (Haque et
al., 2014 ; WHO, 2015). Les diminutions les plus rapides ont été observées en Asie centrale et
orientale. Cependant, malgré ces progres considérables, le paludisme demeure un probléme
majeur de santé publique dans de nombreuses régions, en particulier en Afrique
subsaharienne. Selon le méme rapport, presque la moitié de la population mondiale, soit 3,2
milliards de personnes, est exposée au paludisme et on estime a 214 millions le nombre de cas
avec environ 438 000 déces par an (WHO, 2015). La lutte contre le paludisme repose
essentiellement sur la prévention a travers une vaste campagne de lutte antivectorielle et la

détection précoce des cas et de leur traitement :

- Le traitement repose sur un diagnostic précoce et I’administration des Combinaisons
Thérapeutiques a base d'Artémisinine (CTA) aux patients. Des études ont montré aussi que le
Traitement Préventif Intermittent (TPI) administré aux enfants de moins de cinq ans pendant
la période de transmission du paludisme est une méthode préventive efficace pour la réduction
de I’incidence du paludisme infantile (Cissé et al., 2006 ; Dicko et al., 2008 ; Sokhna et al.,
2008). Toutefois la résistance aux CTA est déja connue dans le bassin du Mékong en Asie du
Sud-Est depuis 2008 (Noedl et al., 2008 ; Dondorp et al., 2009 ; Phyo et al., 2012). Sa
progression vers 1’Afrique pourrait avoir des conséquences dramatiques en terme de santé
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publique puisqu’aucun médicament antipaludique efficace et aussi bien toléré que les CTA

n’est actuellement disponible (Taylor et al., 2015).

- La prévention repose essentiellement sur la lutte antivectorielle et utilise certaines
mesures d’hygiéne environnementale, des produits anti-moustiques (diffuseurs électriques,
tortillons et aérosols), des Moustiquaires Imprégnées d’Insecticide (MII) et la Pulvérisation
Intra-Domiciliaire d’insecticides (PID). Toutefois on assiste la également a une résistance
généralisée des vecteurs du paludisme a la plupart des molécules d’insecticide, ce qui
constitue une menace sérieuse a la lutte antivectorielle (Ranson et al., 2011 ; Mitchell et al.,
2012 ; Mulamba et al., 2014 ; Toé et al., 2015 ; Dabiré et al., 2015). Des outils et/ou
stratégies alternatifs de lutte antivectorielle incluant 1’approche des moustiques transgéniques
sont en plein essor. Les essais vaccinaux aussi comme mesures préventives sont en cours et
les résultats définitifs de 1'essai le plus avancé en phase III, sont en deca des attentes mais
suggerent que le vaccin candidat RTS,S/ASO1 a le potentiel d'apporter une contribution
substantielle a la lutte contre le paludisme lorsqu'il est utilisé en combinaison avec d'autres
mesures de controle efficaces, en particulier dans les zones de forte transmission (Greenwood

& Doumbo, 2015).

Face au probléme récurrent de la résistance aux insecticides et aux antipaludiques, il
devient aujourd’hui impératif d’explorer de nouvelles pistes de recherche pour trouver des
solutions alternatives et cela ne pourra se faire que lorsque nous avons une trés bonne
compréhension de la biologie et de I’écologie des vecteurs impliqués. Le groupe consultatif
de MalERA (Malaria Eradication Reseach Agenda) sur le contréle des vecteurs dans son
dernier rapport a mis [’accent sur des pistes de recherche qui pourraient aider au
développement d’outils ou stratégies non conventionnels de lutte antivectorielle, et cela inclut
entre autres, I’étude du comportement de reproduction des moustiques (MalERA, 2011). Les
approches transgéniques ou des lachers de males stériles par des techniques conventionnelles
sont en plein essor et pourraient étre appliquées dans un avenir proche en Afrique pour
combattre le paludisme. Toutefois il faut noter que le succés de ces approches repose
essentiellement sur la capacité des males lachés a s’accoupler de fagon compétitive avec les
femelles sauvages. Une bonne compréhension de la biologie de reproduction des moustiques

est donc primordiale au succes de ces approches.



Au sein du complexe An. gambiae, deux espéces jumelles An. coluzzii et An. gambiae,
vecteurs majeurs du paludisme en Afrique sub-saharienne, sont en cours de spéciation avec
flux de génes. Une des conséquences dramatiques de ce flux de génes pour le controle des
vecteurs est le fait que les génes de résistance aux insecticides peuvent introgresser entre les
deux especes, comme il a été rapporté dans des études réalisées au Burkina Faso et au Mali
(Diabaté et al., 2004 ; Dabiré et al., 2009 ; Norris et al., 2015). Une autre conséquence, moins
dramatique, est liée aux futurs programmes de contrdle génétique qui consistera entre autres a
diffuser et disséminer au sein des populations naturelles de moustiques des génes réfractaires
a I’infection du moustique par des Plasmodium. En effet, le flux de génes entre An. coluzzii et
An. gambiae pourrait étre particulierement avantageux pour la diffusion des geénes réfractaires
dans différentes populations cibles d’une fagon simultanée (Diabaté & Tripet, 2015) a
I’exception des zones ou I’hybridation est totalement inexistante. Ainsi, comprendre les
mécanismes d’isolement reproductif pré- et post-copulatoires entre An. coluzzii et An.

gambiae aurait des implications importantes pour le contrdle des vecteurs du paludisme.

An. coluzzii et An. gambiae sont caractérisées par une extréme rareté de leurs hybrides
dans la majeure partie de leur aire de distribution géographique (Tripet et al., 2001 ; della
Torre et al.,, 2005). La ségrégation spatiale des essaims doublée des accouplements
positivement assortis entre les deux espéces constitue a ce jour, le seul mécanisme
d’isolement reproductif précopulatoire formellement prouvé (Diabaté et al., 2009 ; 2011 ;
Dabiré et al., 2013 ; Diabaté & Tripet, 2015). Toutefois, cette ségrégation spatiale des essaims
n’est pas parfaite car des essaims mixtes, quoique a faible fréquence, ont été signalés (Diabaté
et al., 2006). Des inséminations croisées entre An. coluzzii et An. gambiae ont été aussi mises
en évidence occasionnellement et cela semble suffisant pour maintenir un flux de geénes entre
les deux especes (Tripet et al., 2001 ; Lee et al., 2013a). An. coluzzii et An. gambiae
s’hybrident librement en laboratoire et leur descendance est viable et fertile (Tripet et al.,
2005 ; Diabaté et al., 2007). A I’absence des barriéres d’isolement reproductif post-zygotique
intrinseéque, leurs traits génétiques spécifiques sont supposé€s se maintenir par des effets
combinés d’accouplements positivement assortis (Tripet et al., 2001 ; Dabiré et al., 2013) et
d’une baisse discrete de la fitness des hybrides (White et al., 2010). Des études de génomique
des populations (Lanzaro et al., 1998 ; Lehmann et al., 2003 ; Turner et al., 2005 ; White et
al., 2010) ont montré que la divergence entre An. coluzzii et An. gambiae concerne environ

1% du génome. Des études plus poussées ont révélé (Turner et al., 2005 ; White et al., 2010),
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I’existence de trois régions génétiquement différenciées localisées pres des centroméres des
chromosomes X, 2L et 3L. D’autres études suggerent que la spéciation sympatrique des deux
especes impliquerait la divergence de ces régions (Caputo et al., 2008 ; Oliveira et al., 2008 ;
Marsden et al., 2011) appelées « iles de spéciation ». Ainsi, des études basées sur les SNPs
divergents localisés dans ces trois iles de spéciations ont montré des niveaux variés
d’hybridation et d’introgressions génétiques au sein des populations sympatriques des deux
especes (Lee et al., 2013a ; Norris et al., 2015). Dans ces études les auteurs ont rapporté aussi
que le cas d’introgression le plus extréme s’est réalisé trés récemment au Mali et au Burkina
Faso avec une introgression adaptative de 1’ile de spéciation du chromosome 2L contenant les
loci de la résistance aux pesticides du génome d’An. gambiae vers le génome d’An. coluzzii
(Weetman et al., 2012 ; Clarkson et al., 2014 ; Norris et al., 2015). Vue I’'importance de la
ségrégation spatiale des essaims dans 1’accouplement positivement assortis observé chez les
populations naturelles et sympatriques d’An. coluzzii et An. gambiae, on peut s’attendre a ce
que les génes associés au comportement d’essaimage soient localisés au moins au sein d’une
des iles de spéciation des chromosomes X, 2L et 3L. A I’exception d’une étude réalisée sur
des souches de laboratoire (Aboagye-Antwi et al., 2015), aucune investigation génomique
basée sur le génotypage des SNPs n’a été réalisée pour déterminer 1’association entre la
ségrégation spatiale des essaims d’An. coluzzii et An. gambiae et les iles de spéciation au sein

des populations naturelles.

Plusieurs zones d’hybridation ou le flux de génes entre An. coluzzii et An. gambiae est
supposé étre trés élevé ont été découvertes le long de la cote ouest africaine (Caputo et al.,
2008 ; Oliveira et al., 2008), suggérant soit un comportement sexuel différent ou une perte de
la pression de sélection contre les hybrides (Caputo et al., 2011 ; Marsden et al., 2011 ;
Weetman et al.,, 2012). Ces zones d’hybridation pourraient également étre dues a un
phénomene récent lié aux changements de 1’environnement comme le suggerent certains
auteurs (Coetzee et al., 2013) ou alors qu’elles existaient depuis longtemps a des endroits
complétement ignorés. Des études de génomique des populations ont posé I’hypothese que les
femelles An. gambiae pourraient plus opter a s’accoupler avec des males hétérospécifiques
que les femelles An. coluzzii (Lee et al., 2013a). Ceci pourrait étre le résultat d’une trés forte
sélection spécifiquement plus importante contre les males hybrides issus de femelles An.
coluzzii ; suggérant que les femelles An. gambiae seraient plus permissibles a des

accouplements croisés (Lee et al., 2013a). Une explication plausible pourrait ressortir du fait
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que I’extréme variation saisonnic¢re de 1’abondance des deux especes jumelles observée dans
plusieurs sites des régions sahélienne et soudanienne pourrait interférer avec les processus clé
de I’homogamie. Alors que les populations d’An. coluzzii réduisent leur reproduction pendant
la saison seche et estivent localement a une trés faible densité, les populations d’An. gambiae
diminuent en densité vers la fin de la saison des pluies et disparaissent complétement pendant
le saison séche (Yaro et al., 2012 ; Lehmann et al., 2014). Méme si ’estivation d’An. gambiae
dans les régions avoisinantes plus clémentes ou la reproduction pourrait étre continue reste
encore ignorée, des études ont montré qu’An. gambiae réapparait dans les populations en
sympatrie longtemps apres la résurgence d’An. coluzzii en début de la saison des pluies
(Adamou et al., 2011 ; Yaro et al., 2012). Dépendant des conditions de 1’environnement local
telles que I’humidité relative de I’air ambiant et la pluviométrie, An. gambiae entre en
compétition avec An. coluzzii et devient I’espéce dominante ou il reste minoritaire. Des études
récentes réalisées sur la ségrégation spatiale des essaims entre An. coluzzii et An. gambiae a
I’Ouest du Burkina Faso ont permis de comprendre comment ceci pourrait affecter la
dynamique des essaims elle-méme. L’analyse d’un grand nombre d’essaims a révélé une forte
corrélation entre le nombre de males et celui des couples et des femelles non couplées
collectés dans les essaims (Diabaté et al., 2009 ; Sawadogo et al., 2014). Lorsqu’une espéce
est sur-dominante, ses males occupent le plus grand nombre d’essaims a des densités plus
fortes ; les males de 1’espéce minoritaire peinent a trouver des males conspécifiques pour
former et maintenir des essaims monospécifiques (Diabaté et al., 2009 ; Sawadogo et al.,
2014). Ceci pourrait étre a I’origine de la formation des essaims mixtes reportés dans un tel
environnement (Diabaté et al., 2006 ; Dabiré et al., 2013 ; Sawadogo et al., 2014). Les deux
études de terrain qui ont mis en évidence les accouplements interspécifiques entre les deux
especes jumelles par la détection des couples mixtes dans les essaims et/ou la détection du
sperme hétérospécifique des males dans les spermathéques des femelles tendent aussi a
supporter 1’idée que les femelles An. gambiae seraient plus permissibles aux accouplements
croisés que celles d’An. coluzzii (Tripet et al., 2001 ; Dabiré et al., 2013). Les résultats de
terrain supportent ainsi ’idée que la sur-dominance des especes pourrait créer des
opportunités de formation des couples interspécifiques, soulevant des questions relatives au
transfert effectif du sperme et a 1’hybridation suivant ces événements des accouplements
croisés. Jusqu’a nos jours, les conditions écologiques qui favorisent le modele du flux de
génes décrit en Afrique de 1I’Ouest entre les populations d’An. gambiae et An. coluzzii restent

encore pcu connues.



Alors qu’aucune barricre post-zygotique intrinséque n’a été trouvée dans les conditions de
laboratoire (Diabaté et al., 2007), des études précédentes ont montré que les larves d’An.
coluzzii et An. gambiae différent dans leur capacité d’exploiter différents habitats larvaires
(Diabaté et al., 2005 ; 2008). An. coluzzii est plus adapté a des habitats larvaires permanents
résultant principalement des activités humaines alors que les larves d’An. gambiae se
développent mieux dans des habitats temporaires généralement dépendant des eaux de pluies
(Lehmann & Diabaté, 2008 ; Diabaté et al., 2008 ; Simard et al., 2009 ; Gimonneau et al.,
2012a). Une différence fondamentale entre ces deux types d’habitat tient de la composition et
de I’abondance des prédateurs de moustiques. Les gites larvaires a caractére permanent sont
plus riches en prédateurs que les gites a caractére temporaire et, plusieurs études ont montré
que An. coluzzii était mieux adapté a la prédation que An. gambiae (Diabaté et al., 2008 ;
Gimonneau et al., 2010 ; 2012b ; Roux et al., 2013). Malheureusement, jusqu’ici il manque
des informations concernant I’impact direct de I’environnement parental des deux especes sur

la survie et la fitness des hybrides en milieu naturel.

Aprés échec de certaines campagnes de lachers de males stériles plusieurs auteurs
(Benedict & Robinson, 2003) ont suggéré des investigations poussées sur le comportement de
reproduction des males de vecteurs (Ferguson et al., 2005 ; Takken, 2005) afin d’optimiser
leur élevage en masse au laboratoire pour obtenir des males de compétitivité sexuelle
supérieure (Howell & Knols, 2009). Plusieurs études de terrain et de laboratoire ont été
réalisées pour comprendre le comportement de reproduction des populations du complexe An.
gambiae (Diabaté et al., 2007 ; 2009 ; 2011 ; Assogba et al., 2010 ; Sawadogo et al., 2013a ;
2013b ; Diabaté & Tripet, 2015). Il en ressort que 1’essentiel des activités de reproduction
s’effectue dans les essaims ou une forte compétition entre males pour des femelles est plus
favorable aux males ayant certains criteéres sélectifs intrinseéques. Parmi ces critéres, figurent
la taille (Huho et al., 2007), 1'age (Huho et al., 2006 ; 2007 ; Sawadogo et al, 2013b) et les
réserves énergétiques (Huho et al., 2007 ; Gilles et al., 2011 ; Damiens et al., 2012 ; Maiga et
al., 2012; 2014) des males. Les réserves nutritionnelles accumulées au cours du
développement larvaire et a chaque repas sucré pendant la vie adulte sont des facteurs
déterminants pour la survie et le succés reproducteur (Foster, 1995). Pour s’accoupler le male
a besoin de voler. La dépense énergétique nécessaire pour ce vol provient des sucres et du
glycogéne issus des repas sucrés (Yuval et al., 1994 ; Bargielowski et al., 2012). Au regard de

I’importance de ces sucres et de la taille dans la biologie de reproduction du moustique, il est
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trés surprenant que les questions relatives aux déterminants du succes reproducteurs des males

restent largement inexplorés.

La présente thése couvre les aspects fondamentaux des questions de spéciation au sein du
complexe An. gambiae de méme que la biologie et 1’écologie de sa reproduction. Elle est

subdivisée en 3 grandes parties :

- identification des facteurs génétiques et écologiques de I’isolement reproductif
précopulatoire entre An. coluzzii et An. gambiae,

- ¢évaluation des mécanismes d’isolement reproductif post-zygotique extrinséque,

- ¢étude des parametres fondamentaux qui modulent la performance sexuelle des

males sur le terrain.
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I. Revue bibliographique
I.1. Les vecteurs du paludisme en Afrique

Les vecteurs du paludisme sont des moustiques appartenant a la famille des Culicidae et a
la sous famille des Anophelinae. Il existe environ 500 espéces d’anophéle décrites, mais
seulement une soixantaine est impliquée dans la transmission du Plasmodium humain dans le
monde (Harbach, 2004) dont une vingtaine en Afrique sub-saharienne (Fontenille et al.,
2005). Trois espéces du complexe An. gambiae en 1’occurrence An. gambiae, An. coluzzii et
An. arabiensis et une espece du groupe funestus, en I’occurrence An. funestus s.s. constituent
les vecteurs majeurs du paludisme en Afrique (Mouchet et al., 1993 ; Fontenille & Simard,
2004 ; Coetzee et al., 2013). An. funestus s.s. a une trés large diffusion en Afrique, allant du
Nord du Soudan au Transvaal et des cotes atlantique et indienne d’Ouest en Est. An. funestus
colonise des gites permanents ou semi-permanents avec une végétation émergente dressée ou
flottante. Ceci offre a ses populations une dynamique particuliére surtout dans les régions ou
les gites dépendent des eaux de pluies. En effet, en zone de savane, sa densité commence a
s’accroitre en milieu de saison des pluies et atteint un pic vers la fin de la saison des pluies et
en début de la saison séche (Gillies & De Meillon, 1968 ; Dabiré et al., 2007). 1l prolonge
ainsi 1’action des espéces du complexe An. gambiae dans la transmission du paludisme aprés
la saison des pluies (Cavalié¢ & Mouchet, 1961). Trois autres vecteurs assurent souvent, dans
une moindre mesure, la transmission du paludisme ; il s’agit d’An. nili en Afrique de 1’Ouest
et du centre, An. moucheti dans les zones de forét d’Afrique Centrale et An. pharoensis dans
les zones seches d’Afrique orientale et d’ Afrique de 1’Ouest (Fontenille et al., 2005). An. nili
est une espece d’eau courante bien oxygénée liée aux cours d’eau permanents ou sub-
permanents. Ses larves se tiennent a I’ombre, dans la végétation aquatique et les débris
flottants. Cette espeéce est rencontrée aussi bien en zone de forét qu’en zone de savane
(Hamon & Mouchet, 1961). Elle peut étre localement un vecteur dominant (Carnevaleet al.,
1992). Les adultes piquent préférentiellement 1’homme et leur endophilie trés variable semble
étre réduite dans les savanes soudaniennes (Hamon & Mouchet, 1961). An. pharoensis dont
les gites larvaires préférentiels sont des vastes marais a végétation dense et des riziéres est
localement abondant dans de nombreuses régions d’Afrique. Les larves supportent une légere
salinité (Hamon et al., 1956 ; Hamon & Coz, 1966). Les adultes piquent I’homme a I’intérieur
et a extérieur des habitations humaines. Le maximum d’activité intervient dés le crépuscule

et se prolonge pendant la premiére moitié de la nuit. An. moucheti est vecteur du paludisme
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dans le bloc forestier centrafricain. Ce dernier a tendance a se réduire en superficie mais An.
moucheti persiste dans les galeries forestiéres quelquefois assez éloignées de la forét. Ses
gites larvaires se situent dans les rivieres de toutes tailles a cours lent et encombrées par la
végétation flottante. Les femelles adultes de cette espéce sont trés anthropophiles et trés
endophiles (Mouchet & Gariou, 1957). L’importance d’An. pharoensis comme vecteur du
paludisme reste toujours négligeable en Afrique tropicale par rapport a An. gambiae s.1. et An.
funestus (Hamon & Mouchet, 1961 ; Gillies & De Meillon, 1968).

I.1.1. Le complexe An. gambiae
I.1.1.1. La cytogénétique et les formes chromosomiques d’An. gambiae s.s.

Le génome d’An. gambiae s.l. est organisé en trois chromosomes : deux autosomes sub-
métacentriques et un chromosome sexuel X/Y, avec des males hétérogames. Les autosomes
sont divisés en deux bras par le centromére. Le plus long bras est défini par convention
comme le bras droit et le plus court est dit gauche. Examinés au microscope a contraste de
phase, les chromosomes polythénes montrent une succession de bandes claires et sombres qui
servent de marques pour la détermination des caryotypes (Coluzzi, 1966 ; Coluzzi & Sabatini,
1967 ; 1968 ; 1969). Une série d’études sur le polymorphisme chromosomique au sein du
complexe An. gambiae a montré une distribution non aléatoire des inversions
chromosomiques paracentriques plus fréquentes sur le chromosome 2R chez les populations
d’An. gambiae s.l. (Coluzzi et al., 1979; 2002). Il est connu que les inversions
chromosomiques représentent des complexes de génes coadaptés qui pourraient permettre aux
individus qui les portent d’occuper différentes niches écologiques. La distribution non
aléatoire de ces inversions le long des chromosomes (Pombi et al., 2008) et la distribution
géographique de la fréquence des inversions suggerent que certaines inversions sont
maintenues par la sélection et permettent aux différentes populations du complexe An.
gambiae de survivre et d’exploiter une trés grande variété d’habitats (Touré et al., 1998 ;
Coluzzi et al., 2002 ; Lee et al., 2013b). Un des exemples les plus illustres est la forte
association des inversions chromosomiques 2La et 2Rb a I’aridité dont les fréquences sont
plus élevées en zones arides comparées aux zones humides. Ces fréquences restent également
plus élevées pendant la saison séche dans des sites caractérisés par un contraste de saisons
séche et pluvieuse distinctes (Touré et al., 1998 ; Lee et al., 2013b ; Cheng et al., 2012). Ces

¢tudes chromosomiques ont permis de définir, sur la base de compatibilité reproductrice entre

11



populations avec des inversions fixes et distinctes, les différentes espéces du complexe An.
gambiae (Coluzzi, 1966 ; Coluzzi & Sabatini, 1967 ; 1968 ; 1969 ; Davidson & Hunt, 1973).
Par exemple, I’inversion chromosomique Xag a été utilisée comme un marqueur diagnostic

pour distinguer An. gambiae s.s. des autres especes jumelles du complexe.

Au sein d’An. gambiae s.s. cinq formes chromosomiques ont été définies sur la base de la
configuration de cinq inversions chromosomiques paracentriques observées sur le
chromosome 2R et une inversion sur le chromosome 2L. Ces formes chromosomiques ont été
décrites et nomées avec une nomenclature non linnéenne: « Mopti», « Savanna »,
« Bamako », « Bissau » et « Forét » en fonction des régions géographiques ou elles ont été
collectées la premiére fois et selon qu’elles soient associées a un type d’habitat particulier
(Coluzzi et al., 1979 ; 1985 ; Bryan et al., 1982 ; Coluzzi, 1984). La forme « Savanna » a la
plus vaste aire de distribution en Afrique sub-saharienne. La forme « Mopti » prédomine dans
les habitats des zones arides de 1’ Afrique de I’Ouest. Elle est présente au Mali, en Guinée, en
cote d’Ivoire et au Burkina Faso. Du fait qu’elle est associée a des plaines humides et des
zones irriguées, la forme « Mopti » se reproduit d’une fagon continue méme pendant la saison
séche. La forme « Forét » est présente dans les habitats en zones humides d’Afrique. La forme
« Bamako » est rencontrée au Mali et dans la partie Nord de la Guinée dans les habitats de la
haute vallée du fleuve Niger. La forme « Bissau » est restreinte en Afrique de 1’Ouest et elle
est endémique en Gambie (Black & Lanzaro, 2001 ; della Torre et al., 2002). Trois de ces
formes chromosomiques en 1’occurrence « Bamako », « Savanna » et « Mopti » coexistent
dans le temps et dans I’espace au sein des populations d’An. gambiae s.s. du Mali (Coluzzi et
al.,, 1985 ; Touré et al., 1998). Bien que des croisements expérimentaux aient révélé une
compatibilité génétique entre ces trois formes cytogénétiques, les données chromosomiques
sur des populations naturelles supportent une différenciation génétique entre elles, suggérant
I’existence des mécanismes d’isolement reproductif précopulatoires intrinséques (Touré et al.,
1994 ; 1998). Des ¢études de terrain ont montré une faible fréquence des hybrides
Mopti/Savanna ou Bamako/Savanna et un isolement reproductif complet entre les formes
« Bamako » et « Mopti » (Touré et al., 1983). Cependant, aucun isolement reproductif post-
zygotique n’a été trouvé entre « Bamako » et « Savanna » dans les conditions de laboratoire
(Di Deco et al., 1980). Lanzaro et al. (1998) ont conduit une étude basée sur la distribution de
21 loci microsatellites sur le génome, examinant ainsi la différentiation génétique entre les

formes chromosomiques « Bamako » et « Mopti » au Mali. Cette étude a, a priori révélé une
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forte différentiation génétique entre An. gambiae s.s. et An. arabiensis utilisés comme des
témoins positifs. Au sein d’An. gambiae s.s., différentes structures génétiques dépendant de la
position génomique des microsatellites ont été observées. Le flux de génes était élevé pour
quelques régions du génome tout en restant a des niveaux relativement faibles pour d’autres.
Ce modele de divergence, avec une distribution non aléatoire des geénes sur le génome a ¢été
décrit plus tard comme une « architecture en mosaique du génome » dans 1’étude réalisée par
Wang-Sattler et al. (2007). Ce concept a été validé plus tard par des analyses basées sur une
forte résolution du génome entier conduisant a la reconnaissance des « iles de spéciation » sur

le génome d’An. gambiae s.s. (Turner et al., 2005 ; White et al., 2010).

Globalement, 1’utilisation du concept des formes chromosomiques pour définir des
populations génétiquement discrétes pose un probléme, car les inversions qui les définissent
sont chevauchantes par endroit. Ce qui a créé une certaine ambiguité dans ’assignation des
individus a des formes, réduisant ainsi 1’utilité du concept de forme chromosomique a définir
des limites entre populations. Il a ét¢ démontré par la suite que 1’isolement reproductif entre
certaines formes était indépendant des inversions chromosomiques (Touré et al., 1998 ; della
Torre et al., 2002 ; Lehmann et al., 2003) ; d’ou I’intérét de rechercher d’autres marqueurs de

différentiation avec des analyses moléculaires (Favia et al., 1997).
I.1.1.2. Les formes moléculaires d’An. gambiae s.s.

La disponibilité des outils moléculaires au cours des 15 derniéres années a permis de
réaliser des avancées notables sur la problématique de la différentiation génétique au sein
d’An. gambiae s.l. Les différences génétiques a I’extérieur des réarrangements du
chromosome 2 ont été trouvées dans des séquences non codantes de I’ADN ribosomal
(ADNr). Une PCR diagnostic a €té mise au point pour différencier la forme chromosomique
« Mopti » des formes chromosomiques « Savanna » et « Bamako » basée sur une substitution

d’une paire de bases a la 540°™°

position nucléotidique sur la région 28S de I’ADNTr. Les
individus de la forme « Mopti » sont caractérisés par un génotype C/C et ceux des formes
« Bamako » et « Savanna » par un génotype T/T (Genebank, numéro d’acces AF470112-6)
(Favia et al., 1997). Provisoirement les individus porteurs du génotype C/C ont été regroupés
sous ’appellation « forme moléculaire M » et ceux qui portent le génotype T/T « forme

moléculaire S». La forme moléculaire M et la forme chromosomique « Mopti»

correspondent parfaitement au Mali et au Burkina Faso. Les formes chromosomiques
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« Bamako » et « Savanna » ne pouvant pas étre distinguées 1’une de I’autre appartiennent a la
forme moléculaire S. Cependant, la correspondance entre les formes moléculaires et les
formes chromosomiques est quasiment inexistante dans d’autres localités en Afrique. Par
exemple dans la partie Ouest du Sénégal et de la Gambie, I’association entre la forme
chromosomique « Savanna » et la forme moléculaire S n’est pas maintenue (della Torre et al.,
2005). La forme « Forét » regroupe des individus des deux formes moléculaires M et S. Les
marqueurs moléculaires permettant de mieux expliquer les entités reproductives distinctes au
sein d’An. gambiae s.s., le concept des formes chromosomiques est ajourd’hui de moins en
moins utilis€¢ que celui des formes moléculaires pour 1’identification des sous-populations

discrétes d’An. gambiae s.s.

Les formes moléculaires M et S vivent en sympatrie dans de nombreux sites en Afrique de
I’Ouest et du Centre ou des niveaux tres €levés d’isolement reproductif ont été typiquement
observés entre les deux formes (della Torre et al., 2005). Des barriéres reproductives
précopulatoires existent entre M et S (Diabaté et al., 2009 ; Pennetier et al., 2010 ; Dabiré et
al., 2013 ; Sawadogo et al., 2013a; 2014). Tout récemment, Reidenbach et al. (2012)
analysant pres de 400000 SNPs a travers les génomes des paires d’échantillons de populations
de formes M et S du Mali, du Burkina Faso et du Cameroun, ont démontré que les deux taxa
ont co-évolué d’une facon indépendante. Cette évidence qui reléve de la génomique des
populations montre que M et S sont des groupes taxonomiques exclusifs (De Queiroz, 2007)
dans leur aire de distribution géographique. Ce qui justifie en partie le choix de Coetzee et al.,
(2013) d’¢lever les formes moléculaires M et S au rang d’especes. En accord avec le code de
la nomenclature zoologique, la forme moléculaire M est nommée An. coluzzii en I’honneur du
Professeur Mario COLUZZI qui a consacré une majeure partie de sa vie a 1’étude de ce
complexe en Afrique de I’Ouest. La forme moléculaire S retient le nom typique d’An.
gambiae. Une autre division d’An. coluzzii est possible tel qu’il a été souligné au Cameroun et
au Mali ou des différences de la structuration génétique des populations de la forme
moléculaire M ont été rapportées (Wondji et al., 2002 ; Simard et al., 2009 ; Lee et al., 2009 ;
Costantini et al., 2009 ; Slotman et al., 2007). En outre, une sous-population cryptique d’An.
gambiae s.s. dont les individus ne correspondent ni a la forme moléculaire M ni a la forme S a
été décrite dans une étude réalisée au Burkina Faso et requiert aussi d’autres investigations

taxonomiques (Riehle et al., 2011).
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I.1.2. Isolement reproductif avec flux de génes entre An. coluzzii et An. gambiae

An. coluzzii et An. gambiae, deux especes du complexe An. gambiae sont en cours de
spéciation et peuvent étre un modele idéal pour étudier I’architecture génomique de
I’isolement reproductif précopulatoire indépendant des processus de spéciation post-
copulatoires (Aboagye-Antwi et al., 2015). Les deux espéces jumelles s’hybrident librement
en laboratoire et leur descendance est viable et fertile (Tripet et al., 2005 ; Diabaté et al.,
2007). En I’absence de barrieres d’isolement reproductif post-zygotique intrinséque, leurs
traits génétiques spécifiques sont supposés se maintenir du fait des effets combinés d’un
accouplement positivement assorti (Tripet et al., 2001 ; Dabiré et al., 2013) et d’une baisse
discréte de la fitness des hybrides (White et al., 2010). Ces résultats sont supportés par des
¢tudes de génomique des populations basées d’abord, sur des marqueurs microsatellites
(Lanzaro et al., 1998 ; Lehmann et al., 2003) et ensuite sur des SNPs (Turner et al., 2005 ;
White et al., 2010). Ainsi est décrit un modéle de différenciation génétique selon lequel la
divergence entre les génomes d’An. coluzzii et An. gambiae est restreinte a trois régions
discrétes des chromosomes X, 2L, 3L et a une autre région plus petite du chromosome 2R. Au
total les régions divergentes couvrent moins de 2,8Mb correspondant environ a 1% du
génome dont la plus grande partie est homogene du fait d’un flux de geénes qui n’affecte pas
ces régions protégées de la recombinaison (Turner et al., 2005). Des études plus poussées ont
révélé (Turner et al., 2005 ; White et al., 2010), I’existence de trois régions génétiquement
différenciées localisées pres des centromeres des chromosomes X, 2L et 3L appelées « iles de
spéciation » (Turner et al., 2010). Aujourd’hui ces trois régions sont les seules détectées
(Marsden et al., 2011 ; Weetman et al., 2012 ; Reidenbach et al., 2012 ; Lee et al., 2013a ;
Norris et al., 2015) et supposées contenir des génes ou des complexes de génes de spéciation
protégés du flux de génes par une suppression de la recombinaison (Turner et al., 2005 ;
White et al., 2010). D’autres études suggerent que la spéciation sympatrique des deux espéces
impliquerait la divergence de ces régions méme dans les zones d’hybridation de la cote ouest
africaine (Caputo et al., 2008 ; Oliveira et al., 2008 ; Marsden et al., 2011). Le développement
des tests de divergence par le biais des SNPs localisés dans les trois « 1les de spéciation » (Lee
et al., 2014) a suscité de nouvelles études trés récemment. Ainsi, des études basées sur les
SNPs divergents des «1les de spéciation » ont montré des niveaux variés d’hybridation et
d’introgressions génétiques au sein des populations sympatriques des deux espéces (Lee et al.,

2013a ; Norris et al., 2015). Ces études ont rapporté aussi que le cas d’introgression le plus

15



extréme s’est effectué trés récemment au Mali et au Burkina Faso avec une introgression
adaptative de I’ile de spéciation du chromosome 2L contenant les loci de la résistance aux
pesticides du génome d’An. gambiae vers le génome d’An. coluzzii (Weetman et al., 2012 ;
Clarkson et al., 2014 ; Norris et al., 2015).

1.1.2.1. Isolement reproductif précopulatoire

Plusieurs mécanismes d’isolement reproductif précopulatoire entre An. coluzzii et An.
gambiae ont été investigués ces derniéres années. Bien que la fréquence de battement des
ailes et I’émission de phéromones a distance ou de contact aient ét¢ identifiées comme des
mécanismes plausibles de reconnaissance sexuelle intraspécifique (Pennetier et al., 2010), la
ségrégation spatiale entre les essaims des deux espéces reste le mécanisme le plus documenté
en milieu naturel a ce jour (Diabaté et al., 2009 ; 2011 ; Diabaté & Tripet, 2015). Malgré
I’existence de ces barriéres précopulatoires, il faut noter que cette ségrégation spatiale des
essaims n’est pas parfaite car des essaims mixtes ont été rencontrés (Diabaté et al., 2006 ;
Sawadogo et al., 2014 ; Dabiré et al., 2013). L’accouplement positivement assorti a été mis en
¢vidence récemment entre males et femelles des deux espéces capturées in copula dans des
essaims mixtes (Dabiré et al., 2013). A ce niveau aussi des inséminations croisées (Tripet et
al., 2001) entre An. coluzzii et An. gambiae ont été mis en évidence occasionnellement et cela
semble suffisant pour maintenir un flux de génes entre les deux espéces (Tripet et al., 2001 ;
Lee et al., 2013a). En somme la ségrégation spatiale des essaims d’An. coluzzii et An.
gambiae doublée de I’accouplement positivement assorti ont été bien établis comme barriéres
d’isolement reproductives précopulatoires (Tripet et al., 2001 ; Diabaté et al., 2009 ; 2011 ;
Dabiré et al., 2013 ; Diabaté & Tripet, 2015).

1.1.2.2. Isolement reproductif post-zygotique

Des études précédentes sur la spéciation écologique ont montré que les larves d’An.
coluzzii et An. gambiae différent dans leur faculté d’exploiter différents habitats larvaires dans
la nature (Diabaté et al., 2005 ; 2008) alors qu’aucune barriére post-zygotique intrinséque n’a
été trouvée dans les conditions de laboratoire (Diabaté et al., 2007). An. coluzzii est plus
adapté a des habitats larvaires permanents résultant principalement des activités humaines
alors que les larves d’An. gambiae se développent mieux dans des habitats temporaires

généralement dépendant des eaux de pluies (Lehmann & Diabaté, 2008 ; Diabaté et al., 2008 ;
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Simard et al., 2009 ; Gimonneau et al., 2010 ; 2012a). Une différence fondamentale entre ces
deux types d’habitat tient de la composition et de 1’abondance des prédateurs de moustiques.
Les gites larvaires a caractére permanent sont plus riches en prédateurs que les gites a
caractére temporaire. Plusieurs études ont montré qu’An. coluzzii était mieux adapté a la
prédation que An. gambiae (Diabaté et al., 2008 ; Gimonneau et al.,2012b ; Roux et al.,
2013). En outre, des taux d’hybridation inattendus et relativement ¢élevés ont été rapportés par
endroit le long de la cote ouest africaine (Caputo et al., 2008 ; Oliveira et al., 2008 ;
Nwakanma et al., 2013), suggérant soit une différence de comportement de reproduction ou
une perte de la pression de sélection exercée sur les hybrides dans cette partie de 1’ Afrique.
Malheureusement, jusqu’a nos jours il manque des informations concernant 1I’impact direct de
I’environnement parental des deux especes sur la survie et la fitness des hybrides en milieu

naturel.
I.1.3. Distribution géographique des espéces du complexe An. gambiae

La taxonomie divise présentement le complexe An. gambiae en neuf espéces
morphologiquement identiques (Coetzee et al., 2013). 11 s’agit d’An.gambiae (Giles, 1902),
Anopheles coluzzii Coetzee & Wilkerson sp. n., An.arabiensis (Patton, 1904), An.
quadriannulatus (Theobald, 1911), An. amharicus (Hunt, 1998), An. bwambae (White, 1985),
An.melas (Theobald, 1903), An. merus (Doenitz, 1902) et An. comorensis (Brunhes, 1997). En
effet, des évidences concluantes ont été établies par Hunt et al. (1998) pour la distinction
spécifique entre An. quadriannulatus A et An. quadriannulatus B rencontrés respectivement
en Afrique du Sud et en Ethiopie. Des études de croisement entre ces deux entités ont montré
une stérilité des males hybrides. Ainsi An. quadriannulatus B est désormais nommé An.

amharicus (Coetzee et al., 2013).

An. gambiae, An. coluzzii et An. arabiensis sont les espéces du complexe les plus
importantes en Afrique tropicale tant par leur abondance que par leur rdle dans la
transmission du paludisme. Elles ont une grande capacité d’adaptation et elles présentent les
plus vastes aires de répartition, de la limite nord des savanes boisées a la forét équatoriale et
d’Est en Ouest du continent (Coetzee et al., 2000). D’une maniére générale, An. gambiae et
An. coluzzii dominent en zone de forét et de savane humide tandis qu’An. arabiensis est
avantagé dans les savanes seches et les steppes (Lemasson et al., 1997 ; Coetzee et al., 2000 ;

Dia et al, 2003). Comparé a An. coluzzii, An. gambiae a une plus large distribution. Elle est
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présente dans toute la région d’Afrique sub-saharienne alors qu’An. coluzzii est plus ou moins
restreinte en Afrique de 1’Ouest et une partie de 1’Afrique Centrale. A I’exception d’un site
localisé¢ dans le nord du Zimbabwe (Masendu et al., 2004), An. coluzzii est pratiquement
absent en Afrique de I’Est (della Torre et al., 2005). Anopheles bwambae joue un réle mineur
dans la transmission du paludisme. Il n’est connu uniquement que dans la vallée de Semliki
au Sud du lac Albert situé a I’Ouest de I’Ouganda ou il a été découvert pour la premiére fois
par Haddow (1945). An. quadriannulatus et An. amharicus sont principalement zoophiles et
ne jouent aucun role dans la transmission du paludisme. An. melas n’est connu que de la cote
occidentale, depuis le Sénégal jusqu’en Angola (Coetzee et al., 2000). An. merus longe les
rives de 1’Océan Indien, de la Somalie jusqu’au Natal et se retrouve a Madagascar et dans les
iles avoisinantes (Chauvet et al., 1968). Enfin, An. comorensis est présent dans 1’ile du Grand

Comores dans 1I’Océan indien (Figure 1).
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Figure 1: Distribution géographique des espéces du complexe An. gambiae. A: An.
arabiensis (rouge) ; B: An. gambiae et An. coluzzii (verte) ; C: An. melas (bleue) ; An. merus
(orange) ; An. bwambae (turquoise) ; D: An. quadriannulatus (jaune) ; An. amharicus (rose) et
An. comorensis (cercle bleue clair) (Lanzaro et al., 2013)
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I.2. Cycle de développement des anophéles

Les anopheles sont des insectes holométaboles dont le développement se déroule en deux
phases : une phase aquatique ou pré-imaginale avec les stades ceuf, larve et nymphe et une

phase aérienne ou imaginale avec le stade adulte.
1.2.1. La phase aquatique

Une femelle d'anophele pond entre 40 et 100 ceufs fécondés a la surface de 1’eau. Ces
ceufs mesurent moins d'l mm de long et sont munis chacun de deux flotteurs latéraux remplis
d’air, leur permettant de rester en surface durant 1'embryogénése. L’ceuf éclot au bout de 24 a
48h en fonction notamment de la température (Holstein, 1953) et donne naissance a une larve
qui se maintient en position horizontale juste en dessous de la surface de l'eau. Le
développement larvaire s’effectue en quatre stades entrecoupés de trois mues successives. La
larve d’An. gambiae s.1. mesure environ 1 mm de long au premier stade appelé L1 et 5 mm au

quatrieme appelé L4 et comprend trois parties : la téte, le thorax et 'abdomen.

A la fin du quatriéme stade (L4) la larve mue pour une derniére fois et donne une nymphe.
Le stade nymphal dure moins de 48 heures et correspond a la métamorphose qui est une
transformation profonde de I’organisme permettant la mise en place des organes nécessaires a
la vie aérienne de 1’adulte. La phase aquatique des anophéles peut durer d’une a trois
semaines en zone tropicale en fonction de 1'espece, de la température de 1’eau, de la densité

larvaire et de la quantité de nourriture disponible.
1.2.2. La phase aérienne

A terme, la nymphe s’immobilise a la surface de I’eau, une fente dorsale du tégument de
la nymphe suivant une ligne longitudinale donne une ouverture par laquelle le moustique
adulte se dégage. L'anophele adulte male ou femelle qui vient d'émerger reste immobile
pendant 24h au moins le temps que sa cuticule seche et que ses ailes se déploient avant de
s’envoler pour la premicre fois. L’émergence représente une phase délicate dans la vie de
I’insecte en raison d’une forte mortalit¢ par noyade. Le corps de I’adulte comprend trois
parties: la téte, le thorax et I’abdomen. Une observation morphologique des adultes permet de
différencier les males aux antennes plumeuses des femelles aux antennes glabres qui adoptent

différents comportements trophiques. L’adulte An. gambiae s.I. vit en moyenne 3 a 4

20



semaines mais des études portant sur les questions d’estivation des moustiques ont permis la
recapture d’une femelle 7 mois aprés qu’elle a été marquée et lachée dans la nature (Lehmann

etal., 2010).
1.2.2.1. Le comportement trophique des anopheles

De nombreuses ¢tudes portant sur le comportement trophique chez les anophéeles
renvoient au caractére hématophage des femelles contrairement aux males qui ont fait I’objet
de peu d’études. Les réserves nutritives accumulées pendant la phase aquatique sont trés
faibles chez I’anoph¢le adulte (Fernandes & Briegel, 2005). Le jus sucré recherché deés
I’émergence (Foster & Takken, 2004) apporte les ressources énergétiques indispensables aux
premiers vols et a 1’accouplement supposé survenir chez la femelle avant la recherche de
I’hote (Foster, 1995 ; Gary & Foster, 2006). Apres accouplement, la femelle en général va a la
recherche d’un repas sanguin dont elle a besoin pour la maturation de ses ceufs. Le cycle
gonotrophique dure en moyenne 3 jours et la femelle cherche un plan d’eau pour y pondre ses
ceufs et repart de nouveau a la recherche d’un repas sanguin. La survie des males dépend du
sucre végétal qui constitue leur unique source de nourriture (Foster, 1995). Ils peuvent
I’obtenir a partir de différentes sources naturelles (Yuval, 1992). Les substrats les plus
généralement utilisés sont les nectars floraux, la séve, le miellat des pucerons, les fruits et
feuilles endommagés ou en décomposition et les exsudats et détritus (Foster, 1995). Quelques
¢tudes ont mis en évidence 1’existence de préférences trophiques chez certaines espéces de
moustiques pour certaines plantes (Manda et al., 2007 ; Gouagna et al., 2010). C’est
probablement la disponibilité dans I’environnement mais aussi et surtout la qualité du substrat
prélevé par le moustique qui va orienter le choix vers la source de sucre préférée. Le vol est
une activité importante nécessaire a 1’essaimage et a 1’accouplement et cette activité est
assurée grace aux sucres ou glycogeéne dérivé du sucrose ou de ses composés fructose et

glucose (Foster, 1995).
1.2.2.2. Le comportement reproductif des anophéles

La recherche du partenaire sexuel chez An. gambiae s.l. se fait au sein des essaims. Les
males essaiment au crépuscule dans des endroits bien spécifiques. Les femelles joignent a
compte-gouttes ces essaims a la recherche des partenaires sexuels avec qui elles s’accouplent.

L’heure, la hauteur des essaims et le marqueur d’essaimage au sol peuvent varier d’une
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espece a une autre. Dans le cas spécifique d’An. coluzzii et An. gambiae, il a été montré que la
ségrégation spatiale lors de I’essaimage est un des facteurs majeurs de 1’isolement reproductif
précopulatoire entre les deux espéces (Diabaté et al., 2009 ; 2011). Les femelles d’anophéles
ne s’accouplent qu’une seule fois dans la vie en général, alors que les males le font
régulierement tout au long de leur vie. Les femelles possédent un organe de stockage du
sperme, la spermathéque, ou les spermatozoides restent viables et conservent leur pouvoir
fécondant durant toute la vie du moustique (Bruce-Chwatt et al., 1985). Chez de nombreuses
familles d’insecte, les protéines produites par les glandes accessoires des males et le sperme
stimulent I’ovulation et la ponte (Leahy & Craig 1965 ; Yeh & Klowden, 1990 ; Klowden &
Chambers, 1991). Chez les anophéles, comme de nombreuses espeéces de moustiques, le male
reproducteur transfére, via son liquide séminal, des substances produites par ses glandes
sexuelles annexes qui inhibent la réceptivité¢ sexuelle des femelles. Ainsi, quelques heures
aprés ’accouplement, la femelle devient non-réceptive pour un autre male (Craig, 1967 ;

Klowden, 1999 ; Bryan, 1968).
1.3. La lutte antivectorielle

La lutte contre les vecteurs de maladies fait appel a des stratégies trés diverses en raison
de la multiplicité des especes qui affichent des comportements variables. De nombreuses
méthodes sont utilisées pour lutter contre les moustiques, mais toutes n’ont pas le méme
impact. L’efficacité et la spécificité d’une stratégie tiennent compte a la fois de la bio-
écologie, du comportement des especes cibles et du contexte épidémiologique de la
transmission. En fonction de la méthode et la stratégie adoptées, cette lutte peut s’appliquer a

différents niveaux.
1.3.1. La lutte anti-larvaire

Cette méthode est difficile a mettre en pratique pour le cas du paludisme. Elle n’est
envisageable que lorsque les principaux gites larvaires sont en nombre limités, repérables et
facilement accessibles. Toutefois ces dernieres années, on assiste a un regain d’intérét pour
cette approche. Elle est essentiellement appliquée présentement en Afrique de I’Est et les
insecticides d’origine biologique tels que les toxines des bactéries (Bacillus thuringiensis var
israelensis (Bti)) et les hormones juvéniles (pyriproxyfen) sont en cours de tests (Lee et al.,

2005 ; Darriet et al., 2010). A cela s’ajoutent des méthodes alternatives qui ont une efficacité
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circonscrite et nécessitent une bonne connaissance de la biologie et du comportement de
I’insecte dans son milieu (poissons larvivores, champignons) (Sinégre et al.,1993 ; Baldet,
1995). Les mesures d’assainissement avec élimination des gites larvaires s’appliquent surtout
aux genres Culex et Aedes en milieu urbain, mais les municipalités manquent assez souvent de

moyens et on note le plus souvent une faible participation des communautés.
1.3.2. La lutte contre les stades adultes

Cette méthode s’applique principalement a trois niveaux : la pulvérisation
intradomiciliaire (PID), la protection individuelle ou collective et la lutte génétique. La PID
avec un insecticide rémanent a été longtemps la principale méthode de lutte antivectorielle en
maticre de paludisme, car bien adaptée aux vecteurs qui ont, pour la plupart, un comportement
endophile. Sous I’impulsion des bailleurs de fonds internationaux, la PID s’est intensifiée ces
dernieres années essentiellement en Afrique de 1’Est, du Sud et dans une moindre mesure en
Afrique de 1I’Ouest (Mabaso et al., 2004). A cela s’ajoute depuis plus d’une décennie
maintenant, 1’utilisation intensive des moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII).
Plusieurs programmes de distribution massive des moustiquaires a travers 1’ Afrique et 1’Asie
sont en cours ; I’objectif global étant d’assurer une couverture universelle a commencer par
les couches les plus vulnérables de nos sociétés (Eisele et al., 2009 ; Noor et al., 2009 ; Smith
et al., 2009). Ces moustiquaires autrefois imprégnées a la main, le sont maintenant depuis
I’usine et conservent ainsi suffisamment de maticre active pendant toute la durée de vie de la
moustiquaire (~5 ans). Hélas des problémes de résistance aux molécules insecticides utilisées
pour I’imprégnation, les pyréthrinoides, sont constatés a travers I’ Afrique chez la plupart des
especes vectrices du paludisme (Ranson et al., 2011 ; Cissé et al., 2015). Les mécanismes de
résistance développés aussi sont multiples et incluent la modification de la cible de
I’insecticide, en ’occurrence ici la mutation kdr, de méme que de multiples mécanismes de
détoxification dont essentiellement les cytochromes P450 (Wondji et al., 2009). La résistance
aux autres classes d’insecticides utilisées en pulvérisation intradomiciliaire est aussi observée
(Ranson et al., 2009 ; Mutunga et al., 2015 ; Cissé et al., 2015). Outre le probléme de
résistance aux pyréthrinoides, le taux d’utilisation des moustiquaires pour de multiples
raisons, reste assez souvent faible (Doudou et al., 2006 ; Toé et al., 2009) et on assiste aussi a
une résistance comportementale dont les moustiques usent pour éviter le contact avec la
moustiquaire imprégnée. Ils piquent a Dl'intérieur des maisons et sortent se reposer a

I’extérieur avant d’avoir absorbé une dose Iétale de 1’insecticide, ou ils piquent simplement a
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I’extérieur des maisons et évitent ainsi tout contact avec les moustiquaires (Asidi et al., 2005 ;
Gatton et al., 2013). Tous ces problémes constituent de sérieuses menaces au devenir de la
lutte antivectorielle. Par conséquent ’idée de développer des approches additionnelles et
innovantes s’impose pour 1’élimination ou I’éradication du paludisme. Cela explique 1’intérét
renouvelé de I’utilisation de lachers de males stériles (Benedict & Robinson, 2003) et
I’expansion rapide des recherches focalisées sur les approches génétiques de la lutte

antivectorielle (Alphey et al., 2002).
1.3.2.1. Lutte génétique contre les vecteurs du paludisme

La lutte génétique constitue une alternative innovante dans le contréle des vecteurs mais
son succes reste encore tres limité du fait de la faible compétitivité sexuelle des males de
moustiques génétiquement modifiés ou stériles. Pour I’instant, cette méthode est encore
balbutiante méme si de nombreux programmes sont en cours d’expérimentation (Oliva et al.,
2011 ; 2013 ; Maiga et al., 2014 ; Gilles et al., 2014). D’une fagon générale, deux approches
de controle génétique ont été proposées. Il s’agit de la stratégie de suppression et de la

stratégie de remplacement des populations de moustiques.
1.3.2.1.1. La stratégie de suppression par la Technique de I’Insecte Stérile (TIS)

Cette méthode repose sur la stérilisation et le lacher des méales de moustiques sur le
terrain. Ces males en s’accouplant avec des femelles sauvages, les rendent infertiles et de ce
fait, réduisent progressivement la population de moustiques jusqu'a une extinction éventuelle.
La stérilit¢ des males peut étre induite par radiations ionisantes, chimiostérilisation,
hybridation ou par réarrangement chromosomique (Knipling et al., 1968). Les derniéres
avancées biotechnologiques permettent aujourd’hui de rendre stériles les males par génie
génétique (Harris et al., 2011 ; 2012 ; Lacroix et al., 2012 ; Gentile et al., 2015). Ainsi
I’utilisation des « Homing Endonuclease Genes » (HEG) permettent aujourd’hui de rendre
stériles les males d’An. gambiae s.l. et par conséquent de rendre infertiles les femelles avec
lesquelles ils s’accouplent (Windbichler et al., 2008 ; Nolan et al., 2011 ; Chan et al., 2011).
Cette approche est en pleine expansion et un vaste projet de recherche regroupant plusieurs
instituts du Nord et des instituts africains dont I’'IRSS au Burkina Faso est en cours. La TIS
dans son concept n’est pas une approche nouvelle car de nombreux programmes basés sur la

TIS ont eu un succés dans le passé y compris I’élimination de la mouche tsé-tsé¢, Glossina

24



austensi a Zanzibar (Vreysen et al., 2000) et la lucilie bouchére du bétail, Cochliomyia
hominivorax en Amérique Centrale et du Nord (Snow, 1988) comme en Liby (Lindquist et al.,
1992). Chez les moustiques, un programme utilisant la TIS contre les anophéles a été
entrepris au Salvador au début des années 1970 avec un certain succes. Dans ce programme
contre An. albimanus 1’objectif de suppression de la population a été atteint principalement
parce que ’aire de lacher des males était limitée (Benedict & Robinson, 2003). D’autres
essais a travers le monde n’ont pas eu les succes espérés. Par exemple le lacher des
moustiques stériles au Burkina Faso pour réduire la densité de la population d’An. gambiae
s.l. en 1968-1969 n’a pas réussi du fait d’une faible compétitivité sexuelle des males lachés
(Davidson et al., 1970). Le résultat négatif du contrdle par la TIS de Culex tarsalis en
Californie était associé¢ a des accouplements positivement assortis entre les souches lachée et
sauvage (Reisen, 1982). L’échec de la plupart des essais de controle génétique était attribué a
une connaissance imparfaite de la biologie de reproduction des especes de moustiques cibles
(Benedict & Robinson, 2003 ; Ferguson et al., 2005). Une bonne connaissance du systéme de
reproduction des espéces cibles est nécessaire pour le succes de tout programme de lutte

antivectorielle basé sur le lacher des males stériles (Ferguson et al., 2005 ; Benedict et al.,

2009).
1.3.2.1.2. La stratégie de remplacement par diffusion et dissémination de génes

La stratégie de remplacement consiste a faire diffuser et disséminer au sein d’une
population de moustiques un géne d’intérét jusqu'a fixation. Ainsi la population de type
sauvage est renouvelée et se retrouve entierement remplacée par une population arborant le
nouveau gene d’intérét. L’exemple typique en cours est la mise au point du programme de
moustiques réfractaires au développement du Plasmodium. La possibilit¢ de manipuler
génétiquement des moustiques pour les rendre réfractaires a I’infection au Plasmodium (Ito et
al., 2002 ; Abraham et al., 2005 ; Catteruccia, 2007) nourrit I’espoir que le paludisme pourrait
étre controlé. Ici, I’idée consiste a lacher un nombre suffisant de males transgéniques dans la
nature pour disséminer des genes réfractaires au développement du Plasmodium dans les
populations sauvages de vecteurs. D’énormes progres ont été réalisés ces dernieres années sur
cette question spécifique. Toutefois nous sommes encore tres loin de 1’application concrete de
cette technologie sur le terrain pour de multiples raisons. Des questions de compétitivité
sexuelle des males lachés par rapport aux males sauvages, mais aussi des questions de

barrieres reproductives entre especes et populations de vecteurs du paludisme sont encore mal
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¢lucidées (Diabaté¢ & Tripet, 2015). Ainsi, des études préalables de la biologie des vecteurs
sont nécessaires pour une meilleure compréhension de la structure génétique, 1’adaptation
¢cologique et le fonctionnement du systéme de reproduction des populations sauvages de
moustiques. D’autres approches génétiques comme la para-transgénése sont €galement en

plein essor (Kokoza et al., 2011 ; Lynd et al., 2012 ; Caljon et al., 2013).
1.3.2.1.3. Facteurs déterminants du succés reproducteur des méles

- L’¢levage en masse des males peut affecter plusieurs composantes de 1’histoire de
vie des moustiques (Howell & Knols, 2009). Les facteurs tels que la taille, 1’age et
le statut physiologique en rapport avec les réserves énergétiques influencent la
compétitivité sexuelle des males mais aussi la fécondité des femelles (Okanda et
al., 2002 ; N'ghabi et al., 2008 ; Maiga et al., 2012). Les insectes sont
généralement réceptifs a des signaux qui gouvernent leurs comportements de
reproduction conduisant a 1’accouplement. Ces signaux peuvent aussi servir de
barriéres d’isolement reproductif précopulatoires empéchant ainsi le transfert, la
diffusion et la dissémination des génes d’intérét dans une population sauvage de
vecteurs (Catteruccia, 2007). A priori, la faisabilité de lacher des males stériles ou
transgéniques dans un programme de contrdle génétique demande une bonne
¢évaluation de I’ensemble de ces facteurs dans un environnement sémi-naturel, puis
naturel afin d’établir des bases solides indispensables au succes d’une telle

approche.
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PRESENTATION DE L’ETUDE
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II. Présentation de I’étude

1I.1. Présentation de la thése

La spéciation est un processus biologique fondamental a la base de 1’évolution des
especes. Dans un monde en constante évolution ou I’émergence de nouvelles especes peut
conduire a I’apparition de nouvelles maladies ou a 1’aggravation de celles déja existantes, il
devient impératif de comprendre les facteurs écologiques et génétiques qui précedent la
formation de nouvelles espéces et donc contribuent a la diversité biologique. Etudier la
spéciation consiste donc a identifier I’ensemble des facteurs qui aboutissent a la mise en place
d’un isolement reproductif, qu’il soit pré-et/ou post-copulatoire au sein de différentes
populations d’'une méme espéce. Cette thése se focalise sur des études du comportement de
reproduction, des facteurs génétiques et écologiques qui gouvernent la survie des especes
d’An. coluzzii et An. gambiae ainsi que le succes reproducteur des males en particulier dans
les conditions naturelles et sémi-naturelles. Le but étant d’améliorer notre connaissance du
systétme de reproduction des espéces du complexe An. gambiae avant de passer a des

applications pratiques dans 1’exécution des futurs programmes de contrdle génétique.

L’¢étude a ét¢ menée a 1’ouest du Burkina Faso et la présentation du travail proprement
parl¢ se fera selon un format classique avec cinq sections. Une premicre section est consacrée
a une Introduction générale qui présente le contexte et les objectifs de 1’étude. Une
deuxiéme section présente une Revue bibliographique sur les vecteurs du paludisme en
Afrique, I’évolution de la systématique des espeéces du complexe An. gambiae, I’isolement
reproductifs entre An. coluzzii et An. gambiae et la lutte antivectorielle. Une troisiéme section
résume les Matériels et méthodes utilisés. Une quatrieme section consacrée aux Résultats et
Discussions est présentée en 4 chapitres brievement décrits ci-apres. Chaque chapitre
représente un article publié, soumis ou en cours de préparation. Les chapitres sont structurés
en une partie introductive, la méthodologie utilisée, les résultats et une discussion. Le chapitre
1 présente les résultats de 1’analyse des SNPs démontrant le role des «iles de spéciation »
dans I’isolement reproductif précopulatoire entre les populations sympatriques d’An. coluzzii
et An. gambiae. Le chapitre 2 se focalise sur I’hybridation et la sélection contre les hybrides
dans les conditions écologiques favorables a 1’extréme dominance asymétrique d’une des
deux especes jumelles. Le chapitre 3 porte sur une évaluation expérimentale de 1’isolement

post-zygotique entre An. coluzzii et An. gambiae. Le chapitre 4 décrit le role des réserves
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énergétiques et la taille sur le succes reproducteur des males des deux especes. Enfin une

Conclusion générale et des perspectives constituent la derniére section.
I1.2. Présentation des faciés éco-climatiques du Burkina Faso

Pays enclavé au cceur de I’Afrique de 1’Ouest (Figure 2), le Burkina Faso couvre une
superficie de 274 000 km? avec une population estimée a 14 017 262 habitants. Il est limité au
Nord et a 1'Ouest par le Mali, au Nord-Est par le Niger, au Sud-Est par le Bénin et au Sud par
le Togo, le Ghana et la Cote d’Ivoire. L'économie du Burkina Faso repose essentiellement sur
l'agriculture et 1'élevage, deux secteurs qui occupent plus de la moitié¢ de la population active.
Le climat est de type tropical soudanien, avec deux saisons globalement caractérisées par une
longue période séche allant de novembre a avril, voire mai, et une courte période pluvieuse
allant de juin a octobre. Il peut étre divisé du Nord au Sud, en 3 principales zones éco-
climatiques (zones sahélienne, soudano-sahélienne et soudanienne) qui gardent entre elles des
domaines de transition délimités par des isohyétes définies au cours de ces derniéres années
(Figure 2). Son réseau hydrographique est composé de cours d’eau permanents tels que le
Mouhoun, la Comoé¢ et la Léraba, situés au Sud-Ouest du pays et de cours d’eau temporaires
qui restent secs sur une grande période de I’année. Ces derniers sont le Nakambé, le Nazinon,
le Beli, le Sirba et la Tapoa. Tous les vecteurs majeurs du paludisme en 1’occurrence, An.
gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis et An. funestus sont rencontrés au Burkina Faso. A ces
especes, s’y ajoute An. nili considéré comme un vecteur secondaire. La répartition
géographique de ces vecteurs est principalement associée a des facies éco-climatiques avec
des variations liées généralement a des facteurs anthropiques tels que les aménagements
hydro-agricoles. Ainsi, I’incidence et la transmission du paludisme varient suivant un gradient

Nord-Sud donnant ainsi lieu a trois zones épidémiologiques du paludisme.
I1.2.1. La zone sahélienne

Avec une pluviométrie annuelle moyenne inférieure a 650 mm et des températures
extrémes pouvant atteindre un minimum de 10°C et un maximum de 42°C, la zone sahé¢lienne
est caractérisée par la présence de 3 espéces du complexe An. gambiae s.1. (An. coluzzii, An.
gambiae et An. arabiensis) avec une prédominance d’An. coluzzii (Figure 3) dont les
proportions peuvent atteindre 95% dans certaines localités. La transmission du paludisme est

de courte durée dans la pointe sahélienne avec 95% des acces palustres enregistrés entre

29



juillet et novembre. Dans cette zone ou les pluies sont trés rares, les eaux pluviales
. . .  seu . vid u
disparaissent rapidement ; seules les grandes mares et certaines riviéres permettent une
production réguliere des gites larvaires de moustique pendant une courte saison pluvieuse. Les
populations sédentaires autour des collections d’eau sont exposées a une transmission intense
du paludisme pendant I’hivernage. Cependant, les populations nomades, mobiles et dispersées

ne sont soumises qu’a une transmission occasionnelle.
I1.2.2. La zone soudano-sahélienne

Avec une pluviométrie annuelle moyenne de 650 mm a 1 000 mm et des températures
extrémes minimale de 13°C et maximale de 40°C, la zone soudano-sahélienne est caractérisée
par la présence de 3 especes du complexe An. gambiae a savoir An. gambiae, An. coluzzii et
An. arabiensis (Figure 3) suivis par An. funestus. An. arabiensis prédomine dans la région
Centre-Est de la zone. Localement la ville de Ouagadougou jadis dominée par An. gambiae
avec des proportions avoisinant les 50%, est maintenant dominée par An. arabiensis avec prés
de 60% des especes du complexe (Dabiré et al., 2009). An. funestus a été rencontré aux
abords des petits cours d’eau et mares permanentes du plateau central mossi. La présence
d’An. nili a été aussi signalée le long de quelques cours d’eau et ruisseaux a une fréquence de
moins de 5% du total des femelles de vecteurs collectés. La transmission dans cette zone est
longue de juin a mars, dans la bande centrale nord-soudanienne avec 80 % des acces palustres

enregistrés entre juillet et octobre a Ouagadougou.
I1.2.3. La zone soudanienne

Avec une pluviométrie annuelle moyenne de 1 000 mm a 1 300 mm et des températures
extrémes minimale et maximale respectives de 12°C et 38°C, la zone soudanienne est
marquée par la rareté d’An. arabiensis dont la présence est signalée a des faibles fréquences
(Figure 3) souvent moins de 10%. Cette partie du pays est caractérisée essentiellement par un
groupe de vecteurs incluant les especes du complexe An gambiae (60%), An. funestus (37%)
et An. nili (<5%) (Dabiré¢ et al., 2008). Cette zone est caractérisée par une transmission
permanente du paludisme, avec un renforcement en saison des pluies et en début de saison
seche. La période de transmission associée a I’hivernage est intense, continue et homogene

dans I’espace.

30



Figure 2: Localisation géographique des sites d’étude de VK7, Soumousso et Bana dans
la zone soudanienne du Burkina Faso

Figure 3: Répartition géographique des espéces du complexe An. gambiae s.l. au
Burkina Faso (Costantini et al., 2009)
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I1.3. Présentation des sites d’étude

Nous avons étudié les facteurs génétiques et écologiques des moustiques liés a I’activité
d’essaimage et aux phénomeénes d’hybridation ainsi que la sélection contre les hybrides au
sein des populations sympatriques et naturelles d’An. coluzzii et An. gambiae. L’étude a été
réalisée dans 3 villages avec des écosystemes différents dans la zone soudanienne a 1’Ouest
du Burkina Faso. Il s’agit du village VK7 de la zone rizicole de la Vallée du Kou, de
Soumousso et de Bana, deux villages classiques de savane boisée (Figure 4). Le choix de ces
sites est motivé par le fait que les deux espéces jumelles An. coluzzii et An. gambiae y vivent
en sympatrie, offrant ainsi I’opportunité d’étudier leurs mécanismes d’isolement reproductif et

le role des réserves nutritionnelles et la taille sur le succes reproducteurs des males.

Figure 4: Localisation géographique des sites d’étude de VK7, Soumousso et Bana dans
la zone soudanienne du Burkina Faso
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I1.3.1. La Vallée du Kou (VK?7)

La Vallée du Kou (Figure 5) est une zone rizicole développée dans les années 1970 a
I’Ouest du Burkina Faso a environ 30 km au Nord de Bobo-Dioulasso entre 4° 24' 42" de
longitude Ouest et 11° 23' 14" de latitude Nord. Elle couvre une superficie de 1 200 ha avec
environ 12 000 habitants qui vivent dans 7 villages situés au milieu ou en périphérie du
périmétre irrigu¢ entouré d’une savane boisée. L’étude a été réalisée dans le village VK7,
localis¢ le long de la bordure du périmétre rizicole et une zone de culture cotonniére
caractérisée par une savane boisée. La zone est caractérisée par une saison des pluies de 5 a 6
mois allant de mai a octobre et une saison seéche allant de novembre a avril. La pluviométrie
annuelle est enregistrée a 1 200 mm environ, avec des valeurs qui atteignent leur pic en juillet
et aolt. Le fleuve Kou est une source permanente de I’irrigation des surfaces cultivées avec
deux campagnes par année (de janvier a mai et de juillet 2 novembre). Du fait du systéme
d’irrigation, les eaux des riziéres forment des gites permanents de production larvaire qui sont
préférentiellement colonisés par An. coluzzii. Pendant la saison des pluies, des gites larvaires
additionnels dépendant des eaux de pluies permettent le développement des larves d’An.
gambiae. Les deux especes, An. coluzzii et An. gambiae sont enregistrées a des densités trés
¢levées pendant la saison des pluies. Des études d’identification moléculaire conduites dans
ce village ont confirmé que les densités d’An. coluzzii et An. gambiae subissent des
fluctuations saisonniéres avec une prédominance relative d’An. coluzzii toute I’année (Baldet

etal., 2003 ; Diabaté et al., 2003 ; 2006 ; Dabiré¢ et al., 2008).
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Figure 5: Localisation de la Vallée du Kou

I1.3.2. Soumousso

Soumousso (4°02°45°* de longitude Ouest et 11°00°46°° de latitude Nord) est un village
de type savane soudanienne, situ¢ sur I’axe Bobo-Dioulasso-Diébougou, a environ 55 km au
Sud-Est de Bobo-Dioulasso (Figure 6). Il est bordé par un ruisseau semi-permanent créant par
endroit un marécage temporaire lors des décrues. Le climat est de type soudanien avec une
saison des pluies relativement longue de 5 a 6 mois (mai a octobre) avec une moyenne
annuelle comprise entre 1 000 mm et 1 200 mm. Les gites de reproduction des moustiques
sont constitués par des flaques d’eau de pluies et un marécage semi-permanent favorables au
développement des larves d’anopheéle. Les deux espéces jumelles du complexe, An. coluzzii et
An. gambiae y coexistent d’une fagon sympatrique et synchrone et atteignent leurs plus fortes
densités en septembre. Cependant, la fréquence relative des deux espéces change en fonction
du temps avec une prédominance d’An. gambiae de juillet a novembre et celle d’An. coluzzii
de décembre a juin. Depuis 2003 des études intenses sur le comportement de reproduction des
especes du complexe An. gambiae sont réalisées dans ce village ou des essaims mixtes

composés d’An. coluzzii et An. gambiae ont été rapportés pour la premiére fois (Diabaté et
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al.,2006 ; Dabir¢ et al., 2013 ; Sawadogo et al., 2013a ; 2014). An. arabiensis, An. funestus,
An. nili et An. rufipes y sont également rencontrés mais a des densités relativement trés

faibles.

Figure 6: Localisation de Soumousso
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11.3.3. Bana

Bana (12°36'00"N, 3°28'59"W) est un village également localisé en zone de savane
humide situé a 1’Ouest du Burkina Faso (Figure 7). A I’instar de VK7 et Soumousso, la saison
des pluies y est longue de 6 mois allant de mai a octobre, suivie par une saison séche
généralement de méme durée allant de novembre a avril. La pluviométrie annuelle varie de 1
000 a 1 200 mm en moyenne. Les populations anophéliennes de Bana sont caractérisées par
une variation saisonniére comparable a celle notée a Soumousso avec des densités plus ou

moins similaires des deux especes jumelles, An. coluzzii et An. gambiae (Niang et al., 2015).

Figure 7: Localisation de Bana
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MATERIELS ET METHODES
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II1. Matériels et méthodes

La méthodologie de collecte et d’analyse des données étant transversale aux différentes
études, nous en donnons une description générique dans cette partie et faisons un rappel
rapide dans les sections suivantes. Toutefois une description plus fine sera éventuellement

donnée dans les chapitres correspondants, si la méthodologie utilisée s’aveére trés spécifique.
I1I.1. Echantillonnage et traitement des moustiques
I11.1.1. Evaluation des mécanismes d’isolement reproductif précopulatoire
II1.1.1.1. Prospection larvaire

Les larves d’An. gambiae s.1. ont été collectées dans différents types de gites larvaires
incluant les étangs, riziéres, fosses de briques a travers les villages de VK7 et de Soumousso.
Les collectes ont été faites par la méthode de « dipping » a 1’aide de louches (Figure 8). Les
gites larvaires positifs identifiés ont été soigneusement prospectés et les larves ont été
ramassées a 1’aide de louches et transférées dans des récipients. L’eau a ensuite été¢ tamisée
pour y retirer les gros débris de méme que les prédateurs de moustiques. Les collectes étaient
mensuelles de juillet & novembre. Toutes les larves de moustique collectées ont été
soigneusement examinées afin de séparer les Culicinae des Anophelinae. Les Anophelinae ont
¢été classés du premier au quatrieme stade larvaire et préservés immédiatement dans 1’alcool
70% pour I’extraction d’ADN et des analyses de biologie moléculaire. Les collectes des
adultes, que ce soit dans les essaims ou dans les sites de repos décrits ci-dessous (Figures 9 et

11), ont été faites de facon synchrone avec les collectes des larves.
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Figure 8: Collecte des larves d’anophéles (photo : A. Niang)

I11.1.1.2. Suivi et collecte de moustiques dans les essaims

Un suivi des essaims a été réalisé par des observateurs expérimentés dans les sites d’étude
de VK7, Soumousso et Bana. La position des essaims a été géolocalisée en utilisant un GPS
(Global Positioning System) GARMIN, série GPSMAP®62.2.3 qui permet de calculer la
latitude et la longitude avec une précision de 3m. Dans chaque site d’étude, des observations
suivies de collecte des moustiques ont été réalisées chaque soir au crépuscule pour repérer les
sites d’essaimage dispersés dans les villages. Tous les essaims ont été ainsi visités six fois
chaque mois de juillet a novembre en utilisant des filets a papillons tel qu’il a été décrit dans
des études précédentes (Marchand et al., 1984 ; Diabaté et al., 2006 ; 2009 ; Sawadogo et al.,
2013a) (Figure 9). Pour nous assurer que les essaims sont échantillonnés de la méme fagon,
deux collecteurs ont été positionnés par site d’essaimage. Les études précédentes ont montré
que la plupart des essaims atteignent leurs pics 15 minutes aprés 1’apparition du premier
malesur le site d’essaimage (Diabaté et al., 2011) (Figure 10). De ce fait, les collecteurs
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déclenchaient leur chronometre dés I’apparition du premier male. Il s’en suivait la collecte des
males dans ’essaim 15 a 20 minutes aprés que le premier male a été vu. Les pairs in copula,
ou couples, ont été ¢galement collectés lors de 1’observation et suivi de ces essaims a 1’aide du
méme type de filets mais en plus petit format. Les couples, une fois formés en général, ont
tendance a tomber ou s’envoler hors des essaims et de ce fait sont facilement repérables et
peuvent étre collectés. Apres chaque séance de capture, les couples, les males et femelles dans
chaque filet donc issus de chaque essaim ont été transférés dans des gobelets bien étiquetés,
portant la date de capture, le numéro de 1’essaim et le numéro de couple avant d’étre endormis
au chloroforme (Sawadogo et al., 2013a) et identifiés morphologiquement. Les moustiques
appartenant au complexe An. gambiae s.l. ont été immédiatement conservés dans des tubes
1,5 ml contenant de 1’éthanol 70%. Les males échantillonnés, les femelles issues des couples
et les femelles non accouplées ont été aussi examinés morphologiquement avant étre

génotypés au niveau especes (Fanello et al., 2002 ; Santolamazza et al., 2008).
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Figure 9: Echantillonnage des moustiques dans les essaims (photo : S. Sawadogo)

Figure 10: Essaim d’An. gambiae s.l. observé au Burkina Faso (Diabaté & Tripet, 2015)
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I11.1.1.3. Collecte des moustiques dans les lieux de repos

Les adultes femelles et males se reposant a I’intérieur des maisons ont été collectés a
I’aide d’aspirateurs a bouche (Figure 11) & Soumousso et VK7. Six collecteurs en raison de 2
personnes par piece ont été choisis pour la collecte des moustiques pendant 6 jours dans toutes

les maisons de toutes les concessions ou des essaims ont été trouves.

Figure 11: Capture des moustiques dans les lieux de repos (photo : S. Sawadogo)

I11.1.1.4. Identification morphologique et moléculaire des moustiques collectés

Apres les sessions de collecte de moustiques adultes par les différentes méthodes de
capture ci-dessus, les spécimens ont été ensuite identifiés sous une loupe binoculaire (Figure
12) a l’aide des clés de détermination taxonomique basée sur les critéres morphologiques
(Gillies & De Meillon, 1968). Ceci permet de distinguer les especes d’anophéles vecteurs et

de les séparer des autres anophéles et autres culicidés.

42



Apres 1’identification morphologique, les spécimens appartenant au complexe AN.
gambiae ont été analysés par PCR (Polymerase Chain Reaction) pour une identification
précise de I’espéce (Santolamazza et al., 2008). Décrite en 2008, cette technique met a profit
le polymorphisme des sites d’insertion pour un groupe de retro transposons connu sous le
nom de « Short INterspersed Elements » (SINE). Un des sites d’insertion des SINEs localisé
sur le chromosome X et appelé SINE X6.1 est fixé chez An. coluzzii et est absent chez An.
gambiae et An. arabiensis. Une délétion de 26 pb chez An. arabiensis permet de distinguer
ces deux derniéres espeéces. Des études utilisant des méthodes de diagnostic multiples ont
donné quelques résultats discordants dans I’identification des hybrides particulierement dans
les zones ou I’hybridation d’An. coluzzii et An. gambiae est trés courante telle qu’en Guinée
Bisau (Oliveira et al., 2008). Ce qui fait que tous les hybrides rencontrés ont été par la suite
confirmés par la technique décrite par Fanello et al. (2002). Ces deux techniques
d’identification moléculaire nécessitent une premiére étape d’extraction d’ADN suivie d’une
¢tape d’amplification (Santolamazza et al., 2008) a laquelle s’ajoute 1’étape de digestion
enzymatique (Fanello et al., 2002) avant de passer a la migration par électrophorése et a la

révélation.

Figure 12: Séance d’identification morphologique des moustiques (photo : A. Niang)
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I11.1.1.5. Identification moléculaire et génotypage des SNPs

L’ADN extrait au DNAzol (cf Annexe 1) des moustiques identifiés par PCR (Fanello et
al., 2002 ; Santolamazza et al., 2008) comme An. coluzzii ou An. gambiae a été échantillonné.
Seuls les spécimens pour lesquels la concentration est supérieure ou égale a 5 ng/ul ont été
choisis pour le génotypage des SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Ainsi, les
¢échantillons d’ADN ont été placés dans des plaques stériles en raison de 50pul par puits. Les
plaques composées chacune de 94 puits contenant de I’ADN a tester et 2 puits témoins ont été
soigneusement conditionnées et conservées a -20°C avant d’étre envoyées au laboratoire de
génomique du « Welcome Trust Institut », UK. Des SNPs trouvés fixés entre An. coluzzii et
An. gambiae par des études précédentes ont été sélectionnés pour le génotypage des
¢chantillons (Turner et al., 2005 ; Stump et al., 2005 ; White et al., 2010). Le test de
génotypage multiplexe des SNPs décrit par Lee et al. (2014) a été utilisé pour I’identification
de 15 SNPs localisés au sein des « iles de spéciation » des chromosomes (Turner et al., 2005 ;
Stump et al., 2005 ; White et al., 2010), en raison de 7 SNPs sur I’1le du chromosome X, 5 sur
2L et 3 sur 3L (Figure 13). Le détail des SNPs génotypés est donné dans le tableau 1. Les
alleles des SNPs permettent de distinguer les deux espéces parentales, les hybrides méles de la
premiére génération (F1) et tous les types de recombinants issus des croisements en retour
(Fi+n). Le génotype des SNPs sur les trois iles de spéciation a été assigné soit a An. coluzzii ou
a An. gambiae en se basant sur la régle de la majorité décrite dans les études précédentes (Lee
etal., 2013a; 2014 ; Norris et al., 2015 ; Aboagye-Antwi et al., 2015). Les hybrides males F;
ont été¢ déterminés par des SNPs hétérozygotes sur les deux autosomes (2L et 3L) (Figure 15).
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le programme software JMP 10

(SAS Institute, Inc).
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Figure 13: La carte génomique montrant des régions péricentromériques divergentes entre An. coluzzii et An. gambiae : (A) Localisation
des SNPs utilisés dans les « iles de spéciation » des chromosomiques X, 2L et 3L. (B) Grossissement des régions péricentromériques
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Tableau 1: Description allélique des SNPs utilisés pour la caractérisation des hybrides entre An. coluzzii et An. gambiae

Identifiant des SNPs Chromosome Coordonnée génomique | Allele An. coluzzii Alléle An. gambiae Référence
01076-129 X 22 944 682 T G Stump et al., 2005
01073-073 X 22 750 572 G T Stump et al., 2005
01073-213 X 22 750432 G A Stump et al., 2005
01070-211 X 22 497 157 A G Stump et al., 2005
01061-057 X 22 105 860 T C Stump et al., 2005
01061-488 X 22 105429 A T Stump et al., 2005
01039-358 X 20 015 634 C A Stump et al., 2005
04679-157 2L 209 536 C T White et al., 2010
04691-107 2L 1274 353 A G Turner& Hahn, 2007
04707-118 2L 2430 786 C T Turner et al., 2005
04707-247 2L 24300915 A G Turner et al., 2005
04707-337 2L 2431 005 C T Turner et al., 2005
10313-052 3L 296 897 G A White et al., 2010
10315-679 3L 387 877 G A White et al., 2010
10317-546 3L 413 944 T C White et al., 2010
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I11.1.2. Evaluation des mécanismes d’isolement reproductif post-zygotique
I11.1.2.1. Collecte et mise en ponte individuelle des femelles sauvages

Des femelles du genre Anopheles au repos ont été collectées d’une fagon synchrone a
VK7 et a Soumousso, a I’aide d’aspirateurs a bouche. Aprés chaque séance de capture les
femelles An.gambiae s.1. sont identifiées et leurs état de réplétion est déterminé avant de les
transporter a I’insectarium. Les femelles ainsi collectées en faune résiduelle sur le terrain ont
¢té ramenées a I’insectarium de I’IRSS/Centre Muraz ou elles ont été transférées dans des
cages et gardées pendant deux jours jusqu’a ce qu’elles soient gravides. Toutes les femelles
gravides ont été récupérées des cages et mises en ponte. Pour cela, elles ont été placées dans
des gobelets individuels contenant de I’eau de source a la base et recouverts d’un tissu-

moustiquaire y attaché par un bracelet.
I11.1.2.2. Elevage des larves et croisement des adultes de la Fo

Les larves issues des femelles identifiées par PCR (cf Matériels et méthodes 11.4.1.4) ont
été regroupées par espece dans des bacs identiques et élevées a I’insectarium de I’IRSS/Centre
Muraz dans les conditions de Température = 28 + 2°C, d’Humidité Relative maintenue (HR) a
75 % en moyenne et d’alternance jour/nuit de 12h. Elles ont été nourries a la TetraMin Baby™
et maintenues a une densit¢ moyenne de 100 larves par bac, permettant un développement
optimal jusqu’a la nymphose. Les nymphes ont été triées par pipettage et séparées par sexe
sous une loupe binoculaire avant d’étre transvasées dans deux gobelets contenant de 1’eau de

source et placées dans des cages ou a lieu I’émergence.

Des femelles de 4 a 5 jours ont été gorgées sur un lapin et accouplées de force a des males
du méme age. En effet, chaque femelle a été bricvement anesthésiée avec de I’éther et
disposée sur papier filtre sur le dos. Des males ont été fixés sur une aiguille par le thorax. Les
pattes et la téte du male ont été détachées avant d’€tre présenté individuellement a la femelle
anesthésié¢e. Le male a été stimulé par le chatouillement de son organe génital avec celui de la
femelle pour induire la réaction de copulation. Les femelles accouplées ont été ainsi nourries
sur une solution de glucose 5% et gorgées une deuxiéme fois sur un lapin avant d’étre placées
par la suite dans des gobelets individuels pour la ponte. Pour générer les spécimens des

especes parentales et leurs hybrides réciproques les croisements ont été réalisés de la fagon
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suivante : Femelle An. coluzzii X Male An. coluzzii ; Femelle An. coluzzii X Male An.
gambiae ; Femelle An. gambiae X Male An. coluzzii et Femelle An. gambiae X Male An.
gambiae. La progéniture issue de ces croisements a été nommée ici An. coluzzii, hybride

col/gam, hybride gam/col et An. gambiae, respectivement.
I11.1.2.3. Transplantation des larves de la Fi

Les espéces parentales An. coluzzii et An. gambiae et leurs hybrides réciproques col/gam
et gam/col ont été transplantés dans des habitats larvaires permanents des rizieres (Figure
14A) avec ou sans prédateurs des larves de moustiques. Des larves de premier stade choisies
d’une fagon aléatoire le jour de leur éclosion ont été utilisées pour établir des cohortes
expérimentales de 150 larves chacune. D une part 50 larves de chacun des trois groupes An.
coluzzii, hybride col/gam et An. gambiae ont été regroupées et d’autre part le méme nombre
de chacun des trois groupes suivants An. coluzzii, hybride gam/col et An. gambiae a été
¢galement regroupé. Du fait que la variation de I’effet de la prédation peut maintenir la
différenciation des populations pour des traits qui conférent un avantage dans la survie, les
deux cohortes de larves ont été élevées aussi bien en 1’absence et en présence de prédateurs. 11
existe plusieurs types de prédateurs de moustiques, mais le plus courant et vorace en milieu
rizicole est du genre Notonecta sp (Diabaté et al., 2008). Ainsi 2 spécimens de ce prédateur
ont été introduits dans la moitié des cages de transplantation pour mesurer I’effet de la
prédation sur les parametres de développement des différentes especes et leurs hybrides
réciproques. L’expérience a été répétée neuf fois pour un total de 600 larves transplantées
dans quatre cages disposées les unes a coté des autres par réplique. Des collectes journalieres
des adultes émergents de chaque cage ont été réalisées (Figure 14B). Les moustiques ont été
comptés et placés dans des tubes contenant de 1’éthanol 70% avant leur identification par PCR
et la mesure de la taille de leurs ailes. La mesure des ailes comme index de la taille des
moustiques a été réalisée sur la longueur et la largeur des 2 ailes selon le protocole décrit par
Sandford et al. (2011). L’ ADN extrait a partir d’une patte a été utilisé pour 1’identification des
femelles au niveau espéce par PCR (Santolamazza et al., 2008) (cf Matériels et méthodes
I1.4.1.4). Du fait que les hybrides méales n’ont qu’une seule copie du chromosome hémizygote
X, ils ne peuvent pas étre identifiés en utilisant les méthodes classiques moléculaires de
diagnostic basées sur le polymorphisme de la région de I’espace intergénique de I’ADNr sur
ce chromosome. Par conséquent, seules les femelles ont été utilisées dans I’analyse des

données. Des études précédentes ont montré que la taille des anopheles est fortement sensible
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aux conditions de I’environnement pendant le développement larvaire (Lyimo et al., 1992 ;
Aboagye-Antwi & Tripet, 2010 ; Manoukis et al., 2006). Une relation directe entre la taille du
corps et la taille des ailes est également connue chez les moustiques (Briegel, 1990). C’est
pourquoi la taille de I’aile a été mesurée et comparée entre les especes parentales et les

hybrides comme index de la taille corporelle.

Figure 14: Transplantation larvaire (A ; photo : A. Diabaté) et retrait des adultes
émergents (B ; photo : A. Niang)
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I11.2. Etude des facteurs déterminants du succés reproducteur des males
I11.2.1. Collecte et traitement des moustiques

La collecte des moustiques a été réalisée en juillet et aott 2010 a VK7, puis en juillet,

aot, septembre et novembre 2011 a VK7 et a Soumousso.

Dans chaque village, des males ont été collectés dans leurs lieux de repos dans des
maisons habitées ou abandonnées et dans des abris extérieurs a 1’aide d’aspirateurs a bouche
trés tot le matin entre 06:00 et 07:00. La collecte a été répétée le soir dans les mémes lieux
une heure avant la formation des essaims. Des moustiques, en majorité des males ont été aussi
fauchés dans les essaims en trois temps distincts : la premicre fauchée (F1) a 5 mn apres
I’apparition du premier male (début d’essaim) ; puis la seconde (F2) lorsque le pic de ’essaim
est atteint, soit 10 mn aprés F1 et la derniére (F3) lorsqu’il n’y a plus que les derniers males,
soit apres 25 mn d’essaimage. Les couples formés au cours de 1’essaimage ont aussi été
collectés et numérotés suivant leur ordre d’apparition. Des males nouvellement émergés des
gites larvaires recouverts d’une cage a moustiquaire ont été capturés a 1’aide d’aspirateurs a
bouche t6t le matin entre 06:00 et 07:00, dans I'aprés-midi entre 17:00 et 18:00 et apres le

coucher du soleil autour de 18:30.

Les spécimens ainsi collectés ont été identifiés morphologiquement (Gillies & De
Meillon, 1968) et seuls les moustiques males d’An. gambiae s.1. ont été conservés pour les
analyses biochimiques. Pour cela, ils ont été d’abord anesthésiés a la vapeur de chloroforme
afin d’arréter tout processus métabolique puis transportés en bouteille d’azote liquide au
laboratoire. Ils ont été¢ conservés a -80°C en attendant le dosage des principaux métabolites

(sucres totaux, glycogene, protéines et lipides) par spectrophotométrie.
I11.2.2. Techniques d’extraction et dosage des métabolites

Le contenu des sucres totaux, du glycogéne ainsi que celui des lipides et des protéines a
été dosé chez chaque individu en utilisant le protocole de Rivero et al. (2007) qui requiert au

préalable une étape d’extraction.
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I11.2.2.1.Extraction

Chaque moustique a été placé individuellement dans 200 pl de méthanol 80% puis broy¢ a
I’aide d’un broyeur électrique. Le broyat a été bien mélangé a 1’aide d’un vortex puis séparé
en deux aliquotes de 70 pl, I'un pour I’analyse des protéines et l'autre pour l'analyse des

sucres, du glycogene et des lipides (cf Annexe 2).

L'aliquote réservé a 1’analyse des lipides, sucres et glycogéne a été ajouté dans 680 pl
d’un mélange de chloroforme/méthanol (1:2) et 100 pl de sulfate de sodium. Apres
centrifugation a 13 000 trs/mn pendant 15 minutes, le surnageant obtenu a ¢été utilisé¢ pour le
dosage séparé des sucres et des lipides a raison de 350 ul pour chaque métabolite. Le culot a

été préservé pour la quantification du glycogene.
I11.2.2.2. Dosage des métabolites
I11.2.2.2.1. Dosage des protéines (Bradford, 1976)

Le dosage des protéines selon la méthode de Bradford est basé sur la formation d’un
complexe de coloration bleue en milieu acide entre les protéines et le Bleu Brillant de
Coomassie G-250. Le Coomassie se lie a la protéine par des interactions non-covalentes et sa
longueur d’absorption maximale passe de 465 nm (rouge) a 595 nm (bleu)
proportionnellement a la concentration de protéines contenues dans 1’échantillon. Une courbe
d’¢étalonnage a partir d’'une gamme de standards de 1’albumine de sérum bovin (ASB) a

permis de calculer la quantité de protéine contenue dans chaque échantillon.

Un volume de 70 pl du surnageant initial a été ajouté dans 730 pl de liquide physiologique
puis 200 pl du réactif de Bradford (Sigma-Aldrich, USA) ; attendre 15 minutes pour permettre

le développement de la coloration puis lire I’absorbance a 595 nm.
I11.2.2.2.2. Dosage des sucres

En milieu acide et a chaud, les liaisons glycosidiques des hydrates de carbone sont
hydrolysées. Les oses ainsi libérés subissent une déshydratation intramoléculaire pour donner
des dérivés. La fonction aldéhyde de ces dérivés se condense en milieu acide avec I’hydroxyle
d’un composé alcoolique pour donner des acétals ou hémi-acétals de couleur rougeatre qui

absorbent entre 610 et 700 nm. Une courbe d’étalonnage a partir d’une gamme de standards
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de glucose a permis de calculer les quantités de sucre contenues dans chaque échantillon. Le
volume prélevé est ensuite évaporé. On évite la dessiccation en laissant une petite goutte au
fond du tube. On ajoute 1000 pl de réactif d’ Anthrone (Sigma-Aldrich, USA) puis on chauffe

pendant 15 minutes. Apres refroidissement 1’absorbance est lue a 625 nm.
I11.2.2.2.3. Dosage du glycogéne

Le glycogéne précipite dans une solution de sulfate de sodium. L’ajout du méthanol
permet la dissolution des sucres qui restent dans le surnageant. Le précipité réagit a chaud
avec le réactif d’Anthrone pour donner une coloration bleu-vert qui absorbe a 625 nm au
spectrophotométre (Van Handel, 1985a). Une courbe d’étalonnage (identique a celle des
sucres) a partir d’'une gamme de standards de glucose a permis de calculer les quantités de

glycogeéne contenues dans chaque échantillon.

Le tube contenant le culot est renversé sur du papier absorbant pour éliminer le reste du
solvant. On ajoute 1000 pl de réactif d’ Anthrone puis on chauffe pendant 15 minutes. Apres

refroidissement 1’absorbance est lue a 625 nm.
I11.2.2.2.4. Dosage des lipides

Les lipides sont solubles dans les solvants organiques tels que 1’éther, ’hexane, 1’acétone,
I’éthanol, le chloroforme ou le méthanol. Les lipides sont extraits dans un mélange de
chloroforme-méthanol. Le traitement a 1’acide sulfurique a chaud convertit les lipides
insaturés en dérivés d’acides sulfoniques. Ces derniers développent une coloration rouge avec
le réactif de Vanilline (Van Handel, 1985b) qui absorbe a 525 nm. Une courbe d’étalonnage a
partir d’une gamme de standards d’huile végétale (cf. Annexe 2) a permis de calculer les

quantités de lipides contenus dans chaque échantillon.

Le volume prélevé (350 ul) est chauffé jusqu'a évaporation totale a 95°C dans des blocs
chauffants. Un volume de 37,5 pl d’acide sulfurique 96% a été ensuite ajouté puis chauffé
pendant 5 minutes. Apres refroidissement, on ajoute 1000 pl du réactif de Vanilline (Sigma-

Aldrich, USA) puis on attend 10 a 15 minutes pour lire ’absorbance a 525 nm.
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111.2.2.2.5. Calcul de la concentration des différents métabolites

De la densité optique (DO) de chaque gamme de standards (cf. Annexe 2), on retranche la
DO du contrdle (ler puits de la gamme de standards) pour obtenir la DO réelle de la gamme.
A chaque type de métabolite a doser correspond une gamme de standards : I’albumine du
sérum de bovin (ASB) pour les protéines, le glucose pour les sucres et le glycogene et 1’huile
végétale pour les lipides. Une droite de régression des DO est tracée en fonction des
différentes concentrations propres a chaque gamme de standards a I’aide du logiciel EXCEL.
La droite obtenue est une fonction affine d’équation y=ax+b, ou y est la DO, a la pente, x la
concentration de standards (ou d’un échantillon) et b ’ordonnée a I’origine. La régression
obtenue est bonne pour un coefficient de corrélation R* compris entre 0,9 et 1 (0,9 <R™ < 1).
Toutes les concentrations des métabolites sont déduites par calcul de ces courbes. Par

identification, on peut tirer la formule suivante pour estimer la quantité¢ de métabolite [C]:

[C]= (DOkcu-v)/a

I11.2.3. Mesure de la taille des ailes et estimation de la symétrie des males

Les ailes ont été disséquées a 1’aide de pinces et d’aiguilles sous une loupe binoculaire et
placées entre lames et lamelles. Elles sont ensuite photographiées et leur taille mesurée de
I’allula a Pextrémité distale en excluant les franges grace au logiciel Image J1.41.0. Cette
longueur élevée au cube (L*) est considérée comme un indice de la taille du moustique
(Briegel et al.1990). Pour évaluer la symétrie, la longueur des ailes (gauche et droite) de
chaque moustique a été mesurée 3 fois puis comparée entre les males couplés et les males
non-couplés.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Chapitre 1 : Role des « iles de spéciation » dans la ségrégation spatiale des essaims d’An.
coluzzii et An. gambiae

\

Abdoulaye Niang, Simon P. Sawadogo, Patric Stéphane Epopa, Hamidou Maiga,
Lassana Konaté, Roch K. Dabiré, Abdoulaye Diabaté, Frederic Tripet. Genomic
islands, reproductive isolation and asymmetric introgression between Anopheles
coluzzii and Anopheles gambiae. 64th annual meeting, American Society of
Tropical Medicine & Hygiene (ASTMH), 25-29 October 2015, Philadelphia, USA.

Les résultats de cette étude ont fait I’objet d’une communication orale :

1.1. Problématique

Les chromosomes sexuels sont supposés promouvoir une accumulation rapide des genes
de I’isolement reproductif précopulatoire et/ou post-zygotique di, d’une part a leur nature
hémizygote chez un des sexes et d’autre part a leur faible taux de recombinaison (Qvarnstrom
et al., 2009). Vue I’'importance de la ségrégation spatiale des essaims dans 1’accouplement
positivement assorti observé chez les populations naturelles et sympatriques d’An. coluzzii et
An. gambiae, on peut s’attendre a ce que les génes associés au comportement d’essaimage
soient localisés au moins, au sein d’une des « iles de spéciation » des chromosomes X, 2L et
3L. Une étude récente portant sur une introgression sélective multigénérationnelle entre des
souches de laboratoire a montré qu’il existait des accouplements positivement assortis entre
partenaires sexuels arborant la méme configuration génomique au niveau du chromosome X
(Aboagye-Antwi et al., 2015). En effet, des femelles issues des souches recombinantes,
différentes seulement de par leur « ile de spéciation » sur le chromosome X se reproduisaient
strictement avec des males ayant 1’fle correspondante. Dans ce cas, I’étude réalisée dans de
petites cages confirme un accouplement positivement assorti entre An. coluzzii et An.
gambiae. Cependant, 1’espace confiné des cages de laboratoire n’offre pas a ces moustiques
un choix libre et indépendant comme celui des grands espaces des essaims en milieu naturel.
Ce chapitre traite des données génomiques basées sur le génotypage des SNPs pour
déterminer I’association entre la ségrégation spatiale des essaims et les « iles de spéciation »
des chromosomes X, 2L et 3L en utilisant des males et femelles An. coluzzii et An. gambiae
directement collectés dans les essaims naturels au sein des populations sympatriques a 1’Ouest

du Burkina Faso.
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1.2. Méthodologie

Un suivi des essaims a été réalisé dans les trois sites d’étude : VK7, Soumousso et Bana
ou des essaims ont été échantillonnés (cf Matériels et méthodes II1.1.1.2). Les échantillons de
males et femelles ont été collectés des essaims qui se formaient sur des sites géolocalisés
pendant six soirées de chaque mois de juillet a novembre en 2011 a VK7 et Soumousso et en
2012 a Bana. Spécifiquement dans cette étude, des échantillons collectés pendant la méme
période quelques années auparavant c’est-a-dire en 2006 et 2008 a VK7 et en 2006, 2007 et
2008 a Soumousso ont été ajoutés. Les moustiques collectés, y compris des males et des
femelles libres en vol dans les essaims mais aussi des males et femelles formant des couples,
ont été identifiés morphologiquement (cf Matériels et méthodes I11.1.1.4). Les spécimens An.
gambiae s.l. préalablement conservés dans des tubes 1,5 ml contenant de 1’éthanol 70% ont
¢té identifiés par PCR (Fanello et al., 2002 ; Santolamazza et al., 2008) (cf Matériels et
méthodes II1.1.1.4). Des SNPs divergents localisés dans les 1iles de spéciation des
chromosomes X, 2L et 3L (Figure 13 ; Figure 15) ont été génotypés (cf Matériels et méthodes
1IL.1.1.5).
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Chromosome X Chromosome 2L Chromosome 3L
5D 6 20A 20B 38A
Sexe Espéce 20015634 | 22105429 22105860 22497157 22750432 22750572  22944682* | 209536* | 1274353 | 2430786 2430915 2431005 | 296897* 387877 413944
Male An. coluzzii C A T A G G T C:.C A:A C:.C A:A C:.C G:G G:G T:T
Male F1en C A T A G G T C.C A:A T:.C G:A T:.C G:G G:G TT
Male F1en C A T A G G T T.C G:A T:C G:A T:C G:G G:G T.T
Male F14n G:A G:A T:.C
Male An. gambiae
Male F1+n
Male F1+n
Male F1+n
Male F1+n
Male F1
Male F1
Femelle | An. coluzzii
Femelle | Fi+n
Femelle | Fin
Femelle | An. gambiae
Femelle | Fin
Femelle | Fi+n
Femelle | Fin
Femelle | Fin A:A T:T A:A G:G

Figure 15: Résultats du génotypage des SNPs localisés dans les « iles de spéciation » des chromosomes X, 2L et 3L: chaque ligne représente
le génotype individuel d’un moustique sur les 15 SNPs utilisés. Chaque colonne représente un locus avec deux alleles a I’exception du
chromosome X qui comportent un alléle chez les males (hémizygotes). La couleur bleu clair représente les alléles homozygotes pour An. coluzzii,
bleu foncé pour les alléles homozygotes An. gambiae et le jaune représente les alléles hétérozygotes.
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1.3. Résultats

Au total, 2329 spécimens dont 2063 males et 266 femelles échantillonnés dans 97
essaims d’An. gambiae s.I. & VK7, Soumousso et Bana, ont été spécifiquement
identifiés par PCR et génotypés au niveau des 15 SNPs localisés dans les iles de

spéciation des chromosomes X, 2L et 3L.
1.3.1. Identification moléculaire des males et femelles capturés

A VK7, 1222 moustiques males et 194 femelles ont été spécifiquement identifiés
dans 41 essaims entre 2006 et 2011. La totalit¢ des males était capturée dans 40
essaims mono-spécifiques dont 39 étaient composés exclusivement d’An. coluzzii
avecl182 (96,73%) individus et un essaim d’An. gambiae avec 16 (1,31%) individus.
L’essaim restant avec un total de 24 (1,96%) spécimens collectés en 2006 était un
mélange de males An. coluzzii et An. gambiae. Une large majorité (95,83%, soit
23/24) des males capturés dans cet essaim mixte était de 1’espéce An. coluzzii. Au total
193 femelles ont été collectées dans les essaims de males An. coluzzii et ont été toutes
identifiées comme étant de I’espece An. coluzzii. Une seule femelle An. gambiae a été
capturée dans 1’essaim mixte. Aucune femelle n’a été trouvée dans les essaims d’An.

gambiae dans ce site.

A Soumousso, 719 males et 72 femelles de moustique ont été échantillonnés dans
31 essaims entre 2006 et 2011. Au total, 652 (90,68%) males An. gambiae étaient
capturés dans 26 essaims mono-spécifiques, 51 (7,09%) males An. coluzzii dans 3
essaims mono-spécifiques et 16 (2,23%) males dans 2 essaims mixtes. Ces derniers
¢taient composés de 12 (75%) spécimens An. coluzzii et 4 (25%) An. gambiae.
Spécifiquement 1'un des essaims mixtes était représenté par 7 (87,5%) males An.
coluzzii et 1 (12,5%) male An. gambiae alors que ’autre était composé de 5 (62,5%)
males An. coluzzii et 3 (37,5%) males An. gambiae. Parmi les 72 femelles 68 (94,44%)
ont été capturées dans des essaims de males An. gambiae et 4 (5,56%) dans des

essaims mixtes mais toutes ont été identifiées comme étant de I’espéce An. gambiae.
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A Bana un total de 122 males a été collecté dans 25 essaims mono-spécifiques,
avec 65 (53,28%) males An. coluzzii issus de 16 essaims et 57 (46,72%) males An.

gambiae issus de 9 essaims. Aucun essaim mixte n’a été détecté a Bana.
1.3.2. Génotypage des SNPs chez les males et femelles capturés

Globalement, les résultats de génotypage des SNPs montrent une persistance des
inrogressions entieres ou partielles des « iles de spéciation » 2L et 3L aussi bien chez
les males que chez les femelles An. coluzzii et An. gambiae capturés entre 2006 et
2011 dans les essaims a VK7 et a Soumousso. Toutefois seuls les individus capturés
dans les essaims mono-spécifiques ont été pris en compte dans les analyses suivantes

(Figure 16 ; Figure 17).

A VK7, le génotypage des SNPs chez un total de 1198 maéles des essaims mono-
spécifiques a permis d’obtenir spécifiquement 35 (2,92%) individus de I’espece An.
coluzzii, 15 (1,26%) An. gambiae, 1 (0,08%) hybride F; et 1147 (95,74%) hybrides
Fi+n. Chez les deux types d’hybrides, les génotypes des SNPs de I’ile de spéciation du
chromosome X ont montré soit un profil An. coluzzii ou An. gambiae contrairement a
ceux des chromosomes 2L et 3L ou des introgressions enti€res ou partielles des « iles
de spéciation » ont €t€ observées a des proportions variables selon I’année d’étude
(Figure 16). Au total 1145 males, soit 99,82% des hybrides Fi+n portaient une
introgression de I’fle de spéciation 2L. La proportion annuelle des individus porteurs
d’une introgression de cette ile sur le total des males capturés dans des essaims mono-
spécifiques était de 60,24% (50/83) en 2006, 98,17% (484/493) en 2008 et 98,55%
(613/622) en 2011. Deux individus présentaient une introgression entiere de 1’ile de
spéciation 3L dont un capturé en 2006 et 1’autre en 2008 soit 1,20% (1/83) et
0,20% (1/493) des males capturés respectivement en 2006 et 2008. Les femelles
¢taient composées de 2 (1,04%) An. coluzzii et 191 (98,96%) hybrides Fi+n. Toutes les
femelles hybrides Fi+n portaient une introgression entiere ou partielle de I’ile 2L. Les
proportions d’introgression dans cette ile étaient trés élevées, atteignant 100% (1/1) en
2006, 99,29% (141/142) en 2008 et 98% (49/50) en 2011. Aucune femelle hybride F;
n’a était trouvée a VK7. De plus aucun des échantillons collectés dans ce village en

2007 n’a pu étre identifié¢ du fait probablement d’une mauvaise conservation.
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A Soumousso, le génotypage des SNPs chez les males des essaims mono-
spécifiques a permis d’obtenir au total, 31 (4,41%) individus An. coluzzii, 619
(88,05%) An. gambiae, 1 (0,14%) hybride Fiet 52 (7,40%) hybrides Fi+n (Figure 16).
Parmi les hybrides Fi+n, 2 (3,85%) individus portaient une introgression enti¢re de 1’ile
de spéciation du chromosome X ; les individus porteurs d’introgressions dans les iles
2L et 3L représentaient 40,38% (21/52) et 55,77% (29/52), respectivement. Aucun
male porteur d’une introgression 2L n’a été capturé dans les essaims en 2006 et en
2008. Par contre, les proportions des individus qui portaient 1’introgression 2L
représentaient 1,71% (7/410) en 2007 et 15,73% (14/89) en 2011des males capturés
dans les essaims mono-spécifiques. L’introgression 3L était présente chez 7,14%
(2/28) des individus capturés en 2006, 3,66% (15/410) en 2007, 6,25% (11/175) en
2008 et 1,12% (1/89) en 2011. Chez les femelles des essaims mono-spécifiques 3
(4,41%) hybrides Fi+n et 65 (95,59%) An. gambiae ont été identifiés par génotypage
des SNPs. Toutes les 3 femelles hybrides Fi+n dont deux capturées en 2008 et une en
2011 portaient une introgression sur 1’1le 3L. Aucune femelle An. coluzzii et hybride

Fi n’a été capturée dans les essaims mono-spécifiques a Soumousso.

A Bana les males capturés dans les essaims étaient composés de 0,82% (1/122)
An. coluzzii ; 46,72% (57/122) An. gambiae et 52,46% (64/122) hybrides Fi+. Ces
derniers portaient tous, une introgression dans 1’ile de spéciation du chromosome 2L

alors qu’aucune introgression n’a été observée dans les « iles de spéciation » X et 3L.

La répartition des hybrides males et femelles de premiere génération (Fi) et des
générations successives (Fi+n) dans les essaims d’An. coluzzii ou An. gambiae était
strictement déterminée par les génotypes de 1’le de spéciation dans le chromosome X
a VK7, a Soumousso (exceptés 2/53 males) entre 2006 et 2011 (Figure 16) et & Bana
en 2012.
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A) VK7

An. coluzzii - An. gambiae Hétérozygote

B) Soumousso

Figure 16: Génotypage des SNPs dans les « iles de spéciation » chez les males et
femelles An. gambiae et An. coluzzii collectés dans des essaims a VK7 (A) et a
Soumousso (B) entre 2006 et 2011
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Les proportions d’association des «iles de spéciation » X, 2L et 3L aux types
d’essaims (An. gambiae et An. coluzzii) ont été comparées chez les males comme chez
les femelles de chaque espece (Figure 17 A, B, D et E). Cette comparaison a été

effectuée de nouveau pour le total des individus des deux espéces (Figure 17 C et F).

Comparées deux a deux chez les males, les proportions d’association du type
d’essaim a chacune des trois « iles de spéciation » étaient significativement différentes
(chromosomes : X vs 2L (P=0,0001 ; df=1 ; ¥>=1386,9) ; X vs 3L (P=0,0003 ; df=1 ;
¥*=12,09) et 2L vs 3L (P=0,0001; df=1; %>=2357,9). Des tendances similaires
d’association ont été retrouvées chez les femelles (chromosome X vs 2L (P=0,0001 ;
df=1; ¥*=450,95) ; X vs 3L (P=0,04 ; df=1 ; y*=4,02) et 2L vs 3L (P=0,0001 ; df=1 ;
v*=436,27). Spécifiquement aucune différence significative n’a été trouvée entre les
«iles de spéciation » des chromosomes X et 2L chez les males An. gambiae (P=0,26 ;
df=1; ¥*=1,5). De méme chez les males An. coluzzii, aucune différence significative
n’a été observée entre les chromosomes X et 3L (P=0,55 ; df=1 ; ¥*>=1.01). En somme
I’association du chromosome 3L était significativement moins forte que celle entre le
type d’essaim et 1’1le de spéciation du chromosome X chez les méles comme chez les
femelles. L’ association du type d’essaim avec 1’ile de spéciation du chromosome 2L

¢tait complétement interrompue chez les deux sexes.
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Male A) An. coluzzii B) An. gambiae C) Total

Femelle D) An. coluzzii E) An. gambiae F) Total

Figure 17: Proportion d’association entre les essaims spécifiques et les iles de spéciation chez An. coluzzii et An. gambiae
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1.4. Discussion

L’isolement reproductif entre An. coluzzii et An. gambiae basé¢ sur Ile
comportement d’essaimage a fait 1’objet de plusieurs investigations notamment au
Burkina Faso et au Mali depuis un peu plus d’une décennie. Les résultats de ces
¢tudes ont indiqué l'existence d'une forte barri¢re reproductive précopulatoire attribuée
a la ségrégation spatiale des essaims entre les deux espéces (Tripet et al., 2001 ;
Diabaté et al., 2009 ; 2011 ; Sawadogo et al., 2013a ; 2014). Globalement ces études
suggerent que les principales barriéres précopulatoires basées sur la ségrégation
spatiale des essaims et sur 1’accouplement positivement assorti entre An. coluzzii et
An. gambiae pourraient étre reliées a des phénomeénes physiologiques ou génétiques
encore non élucidés. Aboagye-Antwi et al. (2015) ont initi¢ une des rares études
génomiques focalisée sur le réle des «iles de spéciation » dans 1’accouplement
positivement assorti de ces especes chez lesquelles des barriéres post-zygotiques a la
reproduction n’ont pas encore été établies (Diabaté et al.,, 2007). Investiguant
I’architecture génomique de 1’isolement précopulatoire indépendamment des
processus d’isolement post-zygotique intrinseques, cette étude a démontré une
association entre 1’ile de spéciation du chromosome X et les génes impliqués dans
I’isolement reproductif précopulatoire entre des souches de laboratoire d’An. coluzzii

et An. gambiae (Aboagye-Antwi et al., 2015).

Notre étude portait sur le réle que pourraient jouer les iles de spéciation dans la
ségrégation spatiale des essaims d’An. coluzzii et An. gambiae dans la nature. Nos
résultats ont montré que la répartition des hybrides males et femelles de générations
F1+n dans les essaims d’An. coluzzii ou An. gambiae était strictement déterminée par
les génotypes de I’ile de spéciation sur le chromosome X. Ces résultats sont similaires
a ceux obtenus par Aboagye-Antwi et al. (2015) car I’accouplement positivement
assorti est suggéré comme une alternative a la ségrégation spatiale dans les essaims
mixtes (Dabiré et al., 2013 ; Sawadogo et al., 2013a; 2014) et les deux jouent des
roles synergiques importants dans I’isolement reproductif précopulatoire entre An.
coluzzii et An. gambiae (Diabaté et al., 2006 ; 2009 ; 2011 ; Dabiré et al., 2013 ;
Sawadogo et al., 2013a ; 2014 ; Diabaté & Tripet, 2015).
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I1 a été rapporté que le faible taux de recombinaison des chromosomes sexuels les
prédispose a 1I’accumulation des geénes de 1’isolement reproductif précopulatoire et
post-zygotique. Des ¢études précédentes ont associ¢ des loci responsables de
I’isolement reproductif a des inversions chromosomiques (Corbett-Detig et al., 2012 ;
McGaugh et al., 2012), des régions péricentromériques (Carneiro et al., 2010 ;
Gimenez et al., 2013) et aux chromosomes sexuels (Saether et al., 2007 ; Bailey et al.,
2011 ; Carneiro et al., 2010). Néanmoins, cette étude se focalise sur des espéces
cryptiques en sympatrie chez lesquelles les barrieres d’isolement post-zygotiques a la
reproduction ne sont pas encore établies. L’isolement reproductif précopulatoire entre
deux espéces de papillon, Colias eurytheme et C. philodice était associé a une
inversion localisée sur le chromosome X (Grula et al., 1980), alors que ces espéces
coexistent dans une zone d’hybridation trés limitée. La divergence génomique
accentuée par des différentiations contenues dans des inversions sur les autosomes a
¢été rapportée chez une mouche, Rhagoletis pomonella, inféodée a différentes plantes
(Michel et al., 2010). Cependant, I’isolement précopulatoire impliqué dans ce systéme
est totalement écologie-dépendant et se produit par spécialisation des especes a
différentes plantes hotes. Il a ét¢ largement expliqué par des mod¢eles de divergence
génétique, de la migration et du flux de genes qui relévent plus de la spéciation micro-
allopatrique. Paradoxalement, élucider les processus a la base de la structure
génomique de la spéciation entre An. coluzzii et An. gambiae dont la répartition
sympatrique couvre de larges zones de I’ Afrique de ’ouest est un défi majeur du fait
des modeles contrastés de 1’introgression et de la sélection observés dans cette région

(Weetman et al., 2012 ; Coetzee et al., 2013 ; Lee et al., 2013a).

Cette étude a contribué a clarifier le role des iles de spéciation dans le processus de
divergence d’An. coluzzii et An. gambiae et les résultats suggérent un mécanisme
purement génétique. Ainsi, I’ile de spéciation de la région péricentromérique du
chromosome X faiblement recombiné permet a ces especes jumelles de maintenir leur
intégrité génétique dans les régions d’Afrique Centrale et de I’Est ou I’introgression
est inhabituelle (Tripet et al., 2001 ; Lee et al., 2013a) et dans la zone d’hybridation de
la cOte ouest africaine ou le flux de génes est considérable (Caputo et al., 2011 ; Lee et
al., 2013a). Ces résultats sont compatibles avec le modéle de la spéciation

sympatrique dans lequel seule I’ile du chromosome X joue un rdle crucial dans la
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spéciation en arborant des loci clé de I’isolement reproductif précopulatoire

(Seehausen et al., 2008 ; Feder et al., 2012 ; Via, 2012).

Méme si les iles de spéciation sur les chromosomes 2L et 3L jouent un role
similaire que I’1le de speciation du chromosome X cela reste a démontrer car dans
cette étude nous n’avons pas trouvé une évidence d’association directe de ces iles avec
la ségrégation spatiale des essaims. Toutefois, 1’ile de spéciation du chromosome 2L
pourrait jouer un réle dans 1’isolement reproductif post-zygotique avec probablement
une sélection contre les hybrides du fait de I’introgression adaptive du gene Kdr dans
cette 1le. Une étude longitudinale réalisée au Mali a montré une sélection contre les
hybrides consécutive a de courts épisodes d’hybridation survenus en 2002 et en 2006
(Lee et al., 2013a). Pour avoir une idée du role de I’introgression adaptive de 1’ile de
spéciation 2L dans I’isolement reproductif, Norris et al, (2015) ont suivi son évolution
avant, pendant et apres le transfert des génes adaptives du génome d’An. gambiae vers
le génome d’An. coluzzii dans le méme pays. Les génotypes suceptibles trouvés chez
les hybrides Fi suggérent que le SNP de la résistance Kdr n’affectait pas directement
I’accouplement positivement assorti entre les deux especes. En d’autres termes
I’hybridation entre An. coluzzii et An. gambiae ne s’effectue pas préférentiellement sur
la base des individus porteurs du SNP de la résistance Kdr. Selon les mémes auteurs,
I’introgression adaptive de I’ile de spéciation 2L doit étre une conséquence de

I’hybridation entre les deux especes et non sa cause.

L’épisode d’une hybridation intense en 2006 avec 14,5% d’hybrides Fi (Norris et
al., 2015) pourrait s’expliquer par une perturbation de la dynamique des populations
due a la distribution en masse des moustiquaires imprégnées d’insecticide au Mali en
2005-2006. L’utilisation en masse des MII aurait beaucoup plus affecté les
populations d’An. coluzzii supposées plus suceptibles que celles d’An. gambiae. Le
gene kdr responsable de la résistance au DDT et aux pyréthrinoides utilis€és pour
I’imprégnation des moustiquaires a été trouvé chez certaines populations d’An.
gambiae une vingtaine d’années (Tripet et al., 2007) avant d’étre signalé pour la
premicre fois en 2000 chez An. coluzzii (Weill et al., 2000). L’impact de cette
intervention devrait étre plus important chez les femelles que chez les males de cette

espece du fait que la survie des femelles dépend plus de I’environnement anthropique.
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De par leur exophilie les males An. coluzzii n’auraient pas ét€ en contact avec
I’insecticide et pourraient survivre, avec une tres faible probabilité de rencontrer des
femelles conspécifiques dans leur recherche de partenaires sexuelles. Ainsi pour se
reproduire ils peuvent opter pour des accouplements interspécifiques avec des
femelles An. gambiae. Cette explication reste plausible dans ces conditions
¢cologiques. Cependant elle pose une question fondamentale relative aux phénomenes
d’hybridation et d’introgression vis-a-vis des conditions écologiques caractérisées par

une extréme rareté d’une des deux especes jumelles.
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Chapitre 2 : Extréme dominance asymétrique et hybridation saisonniére des

populations d’An. coluzzii et An. gambiae a I’Ouest du Burkina Faso

~

Abdoulaye Niang, Patric S. Epopa, Simon P. Sawadogo, Hamidou Maiga, Lassana
Konaté, Ousmane Faye, Roch K. Dabiré¢, Frédéric Tripet and Abdoulaye Diabaté.
Does extreme asymmetric dominance promote hybridization between Anopheles
coluzzii and Anopheles gambiae in seasonal malaria mosquito communities of
West Africa? Parasites & Vectors (2015) 8:586 DOI 10.1186/s13071-015-1190-x

Les résultats de cette étude ont été publiés dans 1’article suivant:

2.1. Problématique

Plusieurs zones d’hybridation ou le flux de geénes entre An. coluzzii et An. gambiae
est supposé étre tres €levé ont été découvertes le long de la cote ouest africaine
(Caputo et al., 2008 ; Oliveira et al., 2008), suggérant soit un comportement sexuel
différent ou une perte de la pression de sélection contre les hybrides (Caputo et al.,
2011 ; Marsden et al., 2011 ; Weetman et al., 2012). Des études de génomique des
populations ont posé I’hypothése que les femelles An. gambiae pourraient plus opter a
s’accoupler avec des males hétérospécifiques que les femelles An. coluzzii (Lee et al.,
2013a). Les résultats de terrain supportent I’idée que I’extréme dominance de ’une
des especes pourrait créer des opportunités de formation de couples interspécifiques,
soulevant des questions relatives au transfert effectif du sperme et a 1’hybridation
suivant ces événements d’accouplements croisés. Une étude récente des essaims
réalisée dans deux villages du Burkina Faso ou les populations de moustiques étaient
dominées soit par An. coluzzii ou par An. gambiae a permis d’identifier des couples
interspécifiques dont la plupart ont impliqué des femelles d’An. gambiae (Dabiré et
al., 2013). Malheureusement, aucun sperme hétérospécifique transféré n’a été détecté
dans cette étude. A la date d’aujourd’hui, les conditions écologiques qui favorisent le
modele du flux de geénes entre les populations d’An. gambiae et An. coluzzii décrit en

Afrique de I’Ouest restent encore peu connues.
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2.2. Méthodologie
2.2.1. Echantillonnage des moustiques

Dans la présente étude, 1’échantillonnage des essaims a été conduit dans les trois
sites d’é¢tude comme décrit au chapitre II1.1.1.2 des Matériels et méthodes: a VK7, un
des villages de la Vallé du Kou ou An. coluzzii domine toute I’année, a Soumousso, un
village de savane classique ou An. gambiae domine pendant la saison des pluies et a
Bana ou les deux espéces sont présentes a des proportions presque similaires pendant
la saison des pluies. Un grand effort d’échantillonnage et d’identification a été réalisé
dans le but de détecter des essaims mixtes de males, des femelles visitant des essaims
hétérospécifiques et des couples intra ou interspécifiques. Dans le méme temps, des
femelles au repos ont été collectées dans les maisons d’habitation a VK7 et a
Soumousso ainsi que décrit aux chapitres II1.1.1.3 ; ’objectif étant d’estimer le taux

d’hybridation entre An. gambiae et An. coluzzii au stade adulte.

Tres spécifiquement, les femelles capturées en couple avec un male
hétérospécifique ont été disséquées pour vérifier s’il y a eu transfert de sperme. Ainsi,
la spermatheque isolée a été ouverte afin de transférer la boule de sperme dans un tube
de 1,5 ml comme il a été décrit dans les études précédentes (Tripetetal., 2001 ; 2005).
Le sperme a été analysé en utilisant un protocole d’extraction d’ADN pour des
échantillons de petite taille en utilisant le ChargeSwitch® gDNA Micro Tissue Kit

(Life Technologies, USA) suivant les instructions du fabricant (Voir Annexe 1).

Enfin une prospection larvaire a également été faite a VK7 et a Soumousso comme
décrit au chapitre I11.1.1.1 des Matériels et méthodes pour la recherche des hybrides.
L’idée fondamentale ici étant que, si une sélection contre les hybrides existe, elle
serait moins manifeste contre les stades larvaires. De ce fait la proportion des hybrides
au stade larvaire devrait étre plus élevée que la proportion au stade adulte. En somme,
regarder le taux d’hybridation a différents niveaux de vie des moustiques (pontes,
larves, adultes au repos et accouplement mixte) nous indiquerait la force de cette

sélection si elle existe.
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2.2.2. Identification des moustiques par PCR

L’extrait d’ADN de chaque moustique ainsi que celui du sperme (Figure 18 et 19)
ont été génétiquement analysés en utilisant la PCR-RFLP (Fanello et al., 2002) (cf
Matériels et méthodes I11.1.1.4).

Figure 18: Caractérisation spécifique de la boule de sperme extraite de la
spermathéque des femelles inséminées d’An. gambiae s.s. Les bandes d’ADN sont
représentées par deux marqueurs de taille de 100 pb (MT) ; controle négatif (C-, 4) ;
boules de sperme récupérées des spermatheques de femelles capturées en couples
interspécifiques d’An. gambiae (col, 5-8) et An. coluzzii (gam, 9). Les bandes
attendues sont indiquées en (pb).

Du fait que les hybrides males soient hémizygotes et possedent une seule copie du
chromosome X, ils ne peuvent pas étre identifiés en utilisant les méthodes
moléculaires classiques de diagnostic sur la base du simple polymorphisme observé
dans la région de I’ADNr sur ce chromosome. Par conséquent, toutes les larves ont été
identifiées spécifiquement et leur sexe déterminé en utilisant une PCR multiplexe.
Celle-ci résulte de la combinaison des amorces spécifiques du chromosome Y utilisées
ailleurs pour la détection du sperme (Ng'habi et al., 2007) avec les amorces ciblant
une insertion spécifique d’un SINE (Short Interspersed Element) localis¢ dans la
division 6 du chromosome X et généralement utilisées pour I’identification de 3
especes du complexe An. gambiae (Santolamazza et al., 2008). Les amorces (S200X6-
IF 5'-TCGCCTTAGACCTTGCGTTA-3'; S200X6-1R 5'-
CGCTTCAAGAATTCGAGATAC-3"; S23-F 5-CAAAACGACAGCAGTTCC-3Y

S23-R 5'-TAAACCAAGTCCGTCGCT-3") ont été combinées dans une réaction apres
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avoir vérifié la possibilité de formation des dimeres en utilisant un puissant outil de
contrle de biologie moléculaire en ligne disponible sur le site
http://www.thermoscientificbio.com/webtools/multipleprimer/. La solution mixte
contenant ainsi 2 ul d’ADN, 1,5 mM MgCl, 0,5 ul du tampon 5X, 0,2 mM de chacun
des 4 DNTPs, 1,5 pmol de chacun des deux amorces revers et forward S200X6.1, 2

pmol de chacun des S23 et 0,05 unités de Taq polymérase dans un volume total de 25
ul a été utilisée. La PCR a été réalisée dans un Thermocycler de type Bio-Rad
S1000™ avec une dénaturation initiale a 94°C pour une durée de 10 mn, suivie par 35
cycles de 94°C de 30 secondes, 54°C de 30 secondes, et 72°C d’une minute, suivis par
une étape d’élongation finale a 72°C de 10minutes. Les produits de la PCR ont été
séparés par €lectrophorese dans un gel pour générer des bandes spécifiques du sexe et

de I’espece (Figure 19).

Figure 19: PCR multiplexe pour le sexage et I’identification spécifique des larves
d’An. gambiae s.l. Les bandes d’ADN sont représentées par deux marqueurs de taille
de 100 pb (1, 21) ; contrdle négatif (C-, 2) ; males (3-5) et femelles (6-8) An. coluzzii,
femelles hybrides (9-11), males (12-14) et femelles (15-17) An. gambiae s.s. et
femelles An. arabiensis (18-20). Les bandes attendues sont indiquées en (pb).

2.2.3. Analyse des données

Les proportions des inséminations croisées ont ét¢ comparées aux taux d’hybridation
calculés chez les larves et chez les femelles au repos pour chaque espece. Cependant,
les échantillons males issus de la cohorte larvaire et leurs génotypes n’ont pas été

utilisés dans 1’analyse subséquente des données.
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2.3. Résultats
2.3.1. Suivi des essaims

A VK7, 2289 moustiques males échantillonnés de 44 essaims ont été
spécifiquement identifiés. Parmi ceux-ci, 41 essaims (93,18%) étaient exclusivement
composés d’An. coluzzii, et les 3 essaims restants (6,82%) étaient un mélange de
males An. coluzzii et An. gambiae avec une large majorité d’An. coluzzii (98,08%, soit
256/261) (Tableau 2). Trente-une femelles en vol libre c’est-a-dire non couplées
collectées des différents essaims ont ¢té identifiées comme étant de I’espece An.
coluzzii. Un total de 138 couples était collecté dans 12 essaims. Parmi ceux-ci, 133
soit 96,38% étaient des couples mono-spécifiques d’An. coluzzii. Les 5 couples
restants collectés dans 3 essaims étaient hétérospécifiques dont 4 composés de
femelles An. gambiae couplées a des males An. coluzzii et un couple avec la
combinaison inverse. Des couples mono-spécifiques d’An. gambiae n’ont pas été
observés (Tableau 2). Des analyses répétées par PCR-RFLP de I’ADN du sperme
extrait des spermathéques ont montré que ces accouplements interspécifiques ont
conduit a un transfert effectif du sperme dans les 5 cas (Figure 18). La proportion des
rares accouplements croisés d’An. gambiae a atteint 100% soit 5/5 (ICos% : 56,6-100)
alors que, pour An. coluzzii la proportion des accouplements croisés était inférieure a
3,62% soit 5/138 (ICos%: 1,56-8,20) (Test de Ficher-Irwin : N=143 ; df=1 ; P<0.001)
(Figure 20).

A Soumousso, au total, 1046 males ont été¢ collectés dont 1014 (96,94%) males
An. gambiae s.s. dans 27 essaims mono-spécifiques et 32 (3,06%) males An. coluzzii
dans un essaim mono-spécifique aussi. En plus, 49 couples et 2 femelles en vol libre
collectés dans 13 essaims ont été tous identifiés comme appartenant a I’espece An.

gambiae (Tableau 2).

A Bana un total de 352 males a été collecté dans 37 essaims mono-spécifiques,
avec 120 (34,09%) males An. coluzzii issus de 18 essaims et 232 (65,91%) males An.
gambiae issus de 19 essaims (Tableau 2). Aucun essaim mixte n’a été détecté ni a

Soumousso, ni a Bana (Tableau 2).
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Tableau 2: Accouplement positivement assorti incomplet entre An. coluzzii et An. gambiae dans les essaims collectés a VK7, Soumousso

et Bana

Essaims Males non couplés Femelles non couplées Couple mono-spécifique’ Couple mixte’
Localités Essaims Espéces An. coluzzii An. gambiae An. coluzzii An.gambiae An. coluzzii An. gambiae An. coluzzii An. gambiae
VK7 41 An. coluzzii 2028 0 29 0 97 0 0 3
VK7 0 An. gambiae - - - - - - - -
VK7 3 mixte 256 5 2 0 36 0 1 1
Soumousso 1 An. coluzzii 32 0 0 0 0 0 0 0
Soumousso 27 An. gambiae 0 1014 0 2 0 49 0 0
Soumousso 0 mixte - - - - - - - -
Bana 18 An. coluzzii 120 0 0 0 0 0 0 0
Bana 19 An. gambiae 0 232 0 0 0 0 0 0
Bana 0 mixte - - - - - - - -
Total 60 An. coluzzii 2180 0 29 0 97 0 1 0
Total 46 An. gambiae - 1246 0 2 0 49 0 4
Total 3 mixte 256 5 2 0 36 0 0 0
Total 109 2436 1251 33 0 133 49 1 4

T Indique ’espéce des femelles collectées en couples mono-spécifique ou mixte.
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2.3.2. Femelles sauvages collectées au stade larvaire

L’échantillonnage des larves a ét¢ conduit a VK7 et a Soumousso de juillet a
novembre 2011 a la méme période que celle de I’échantillonnage des essaims. Il s’en
suit un sexage et une identification de 1’espéce de 1438 larves sauvages collectées
dans 12 gites larvaires a VK7 (36,4%) et 21 a Soumousso (63,6%). A VK7, parmi les
659 larves identifiées 312 (47.3%) étaient des femelles et 347 (52.7%) des males. Les
779 larves échantillonnées a Soumousso étaient composées de 407 (52,2%) femelles
et 372 (47,8%) males. Seules les femelles ont été utilisées pour la comparaison des
fréquences relatives des deux especes jumelles et la détection de leurs hybrides

(Tableau 3).

Comme attendue, la grande majorité des 312 larves de 1* stade (L1) collectées a
VK7 et identifiées était An. coluzzii (98,72%). Seulement 3 An. gambiae (0,96%) et
une larve hybride (0,32%) ont été trouvés. A Soumousso, 82,56% des 407 larves
¢taient de I’espéce An. gambiae, 16,95% An. coluzzii, et seulement 2 spécimens
(0,49%) hybrides. Les taux d’hybridation résultant du stade larvaire étaient de 0,32%
et 0,25% pour An. coluzzii et An. gambiae a VK7 respectivement ; et de 2,82% et
0,59% a Soumousso (Tableau 3, Figure 20).

2.3.3. Femelles au stade adulte collectées au repos

Quant a la collecte des femelles au repos dans les maisons d’habitation, au total
733 femelles adultes, dont 329 (44,9%) a VK7 et 404 (55,1%) a Soumousso ont été
collectées a la méme période que 1’échantillonnage des larves et des essaims. A VK7
98,78% des femelles adultes étaient de 1’espéce An. coluzzii, 2 (0,61%) d’An.
gambiae, et 2 (0,61%) des hybrides. A Soumousso, 73,02% étaient de I’espece An.
gambiae et 26,73% d’An. coluzzii, alors qu’une seule femelle hybride (0,25%) a été
détectée. A VK7 les taux d’hybridation au stade adulte étaient de 0,61% pour An.
coluzzii et 50% pour An. gambiae alors qu’a Soumousso ils étaient trés faibles pour les

deux especes avec des valeurs respectives de 0,92 et 0,34% (Tableau 3 et Figure 20).
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Tableau 3: Fréquences des femelles An. coluzzii, An. gambiae et hybrides au stades larvaire et adulte au repos a VK7 et a

Soumousso
Nombre (%) Taux d’hybridation (ICos%)
Localité Stade de vie
An. coluzzii An. gambiae Hybrides  Total An. coluzzii An. gambiae Total

VK7 larves 308 (98,72) 3 (0,96) 1(0,32) 312 0,32(0,05-1,81) 25,0 (4,5-69,9) 0,32 (0,06-1,81)
VK7 adultes 325(98,78)  2(0,61) 2(0,61) 329 0,61(0,16-2,22) 50,0 (0,15-84,99) 0,61 (0,17-2,22)
VK7 Total 633 (98,75)  5(0,78) 3 (0,47) 641  0,47(0,16-1,38) 37,5 (13,68-69,42) 0,47 (0,16-1,37)
Soumousso  larves 69 (16,95) 336 (82,56)  2(0,49) 407  2,82(0,78-9,70) 0,59 (0,16-2,13) 0,49 (0,13-1,78)
Soumousso  adultes 108 (26,73)  295(73,02)  1(0,25) 404 0,92(0,16-5,01) 0,34 (0,06-1,89) 0,25 (0,04-1,14)
Soumousso  Total 177 (21,82) 631(77,81)  3(0,37) 811  1,67(0,57-4,78) 0,47 (0,16-1,38) 0,37 (0,13-1,08)
Total larves 377(52,43) 339 (47,15) 3 (0,42) 719 0,79 (0,27-2,30) 0,88 (0,30-0,25) 0,42 (0,14-1,22)
Total adultes 433 (59,07) 297 (40,51) 3(0,41) 733 0,69 (0,23-2,00) 1,00 (0,34-2,90) 0,41 (0,14-1,20)
Total 810 (55,78) 636 (43,80) 6 (0,41) 1452 0,74 (0,34-1,59) 0,94 (0,43-0,20) 0,41 (0,19-0,90)
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Figure 20: Comparaison des taux d’hybridation aux stades de reproduction (couples
collectés dans les essaims), larvaire et adulte au repos.

2.3.3. Taux d’hybridation et la sélection contre les hybrides

La différence entre les taux d’hybridation au stade de reproduction estimés par la
proportion des inséminations croisées observées dans les essaims et chez les femelles aux
stades adulte au repos et larvaire des populations de VK7 et Soumousso ainsi que la
possibilité de sélection contre les hybrides ont été analysées en utilisant un modele de
Régression Logistique (Tableau 4). Le taux d’hybridation a été significativement plus élevé
chez An. gambiae a VK7 qu’a Soumousso et il y’avait une forte interaction entre espece et
population sur le taux d’hybridation. En d’autre terme, An. gambiae s’hybridait a un taux
nettement plus élevé a VK7 lorsqu’il est moins abondant mais a un taux comparable a celui
d’An. coluzzii a Soumousso (Tableau 4). Basé sur le méme modéle statistique, aucune
évidence d’une sélection plus forte contre les hybrides opérant au stade larvaire versus stade
adulte comparativement aux individus de la forme parentale n’a été¢ détectée (Chi-square sur
odds ratios: P= 0,851). Cependant, les résultats ont montré une baisse considérable des taux
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d’hybridation du stade de reproduction dans les essaims aux stades larvaire ou adulte (Chi-
square sur odds ratios: P< 0,003 dans les deux cas), suggérant une présence d’une pression de
sélection post-copulatoire qui agit légeérement apreés I’insémination croisée ou au stade treés

précoce de la vie larvaire.

Tableau 4: Régression Logistique des effets de la localité (VK7 et Soumousso), espéces
jumelles et le stade de vie sur les taux d’hybridation entre An. coluzzii and An. gambiae

Source de variation Nparm ddl L P-value
Localité 1 1 9.04 0,0026
Espece 1 1 16.94 <0,001
Stade de vie 2 2 10.78 0,005
Espéce*Localité 1 1 27.46 <0,001

Nparm= Nombre de paramétres, ddl=degré de liberté, P-value<0,05

2.4. Discussion

Les résultats de cette étude confirment I’importance de la ségrégation spatiale des essaims
comme un mécanisme d’isolement reproductif entre An. coluzzii et An. gambiae dans
différentes localités des zones écologiques soudanienne et sahélienne (Diabaté et al., 2009 ;
Dabiré et al., 2013 ; Sawadogo et al., 2014). En outre, cette étude offre de nouveaux axes de
recherche sur les conditions environnementales qui maintiennent une hybridation résiduelle et
des potentialités d’introgression entre des taxa cryptiques dans leurs communautés naturelles.
Pendant la saison pluvieuse de 2011, des essaims mixtes ont été détectés uniquement dans le
village de VK7 ou An. coluzzii représentait I’espéce hautement prédominante sur An.
gambiae. Les quelques spécimens adultes An. gambiae capturés a VK7 étaient tous retrouvés
dans des essaims hétérospécifiques, suggérant qu’ils ne pouvaient probablement pas trouver
des accouplements conspécifiques dans un habitat saturé par des essaims d’An. coluzzii. La
dominance asymétrique était moins prononcée a Soumousso ou aucun essaim mixte n’a été
détecté malgré le fait que de rares essaims mixtes aient été signalés dans cette localité dans les
années précédentes (Diabaté et al., 2006 ; Dabiré et al., 2013 ; Sawadogo et al., 2014).

Finalement a Bana, ou les deux especes jumelles ont été trouvées a des fréquences
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comparables, aucun essaim mixte n’a été non plus détecté. Crucialement, la présence de rares
individus An. gambiae dans les essaims d’An. coluzzii a conduit aux accouplements et
inséminations croisés tel qu’il a été décrit dans une étude de terrain réalisée au Mali (Tripet et
al., 2001). A la date d’aujourd’hui nous ne savons pas pourquoi les inséminations croisées
n’ont jamais pu étre confirmées dans les couples mixtes capturés dans les essaims suivis dans
les mémes localités Burkinabé¢ étudiées précédemment (Dabiré et al., 2013). Cependant, grace
a la technique d’extraction utilisée ici la contamination de la boule du sperme ou de la
réaction PCR par de I’ADN hétérospécifique était moindre (Tripet et al., 2005). Elle
permettait également de refaire la PCR plusieurs fois. Ce qui nous a donné¢ une bonne

assurance dans I’interprétation de nos résultats.

Quatre des cing couples mixtes étaient formés par des femelles An. gambiae et de males
An. coluzzii confirmant les observations précédentes sur 1’analyse du sperme (Tripet et al.,
2001) et les déductions faites sur les analyses génétiques des spécimens hybrides de males
adultes (Lee et al., 2013), suggérant que les femelles An. gambiae sont plus réceptives aux
accouplements croisés que celles d’An. coluzzii. Cependant, aucune des populations étudiées
n’est exactement semblable a celle d’An. gambiae a VK7 en terme d’espéce rare vis-a-vis
d’An. coluzzii. Ainsi, comprendre si le taux élevé des inséminations croisées d’An. gambiae
est lié a des différences comportementales intrinséques ou simplement a des variations
saisonnieres de son abondance conduisant souvent a I’extréme dominance d’An. coluzzii dans
les zones soudanienne et sahélienne va requérir des études supplémentaires. La présence des
femelles An. coluzzii dans les essaims mixtes et la capture d’une femelle de la méme espéce
en couple avec insémination effective par un male An. gambiae tendent a supporter la dernicre

hypothese.

La présence des males et femelles An. gambiae dans les essaims d’An. coluzzii suggére
deux mécanismes possibles qui ménent & un accouplement croisé. Premieérement, les males
An. gambiae isolés ne pouvant pas former des essaims mono-spécifiques entre eux, pourraient
joindre les essaims d’An. coluzzii formant ainsi des essaims mixtes. Il a ét¢ démontré que le
nombre de couples et celui des femelles libres étaient corrélés avec le nombre de males
formant les essaims (Diabaté et al., 2011 ; Sawadogo et al., 2014). Ceci pourrait étre percu
comme une stratégie d’adaptation tendant vers un équilibre du colt de 1’accouplement croisé
une fois dans un essaim de grande taille et de ne pas pouvoir s’accoupler tout simplement. A

supposer que 1’accouplement dans les essaims est essentiellement gouverné par le choix que
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les femelles portent sur les males. Dans ce cas la présence des males des deux especes dans
les essaims mixtes va créer des conditions dans lesquelles les femelles visiteuses d’An.
coluzzii et An. gambiae pourraient faire de trés rares erreurs pendant une trés courte durée de
reconnaissance du partenaire sexuel, entrainant ainsi I’hybridation de I’espéce minoritaire. Un
deuxiéme mécanisme non exclusif est supporté par 1’observation des accouplements
interspécifiques par des femelles An.gambiae dans des essaims composés exclusivement de
males An. coluzzii comme c’est le cas a VK7. Ici, les femelles An. gambiae ’espéce rare, tout
comme leurs males, a force de chercher un partenaire sexuel, pourraient se retrouver dans les
essaims mixtes. Une fois a ce niveau, elles décident de s’accoupler avec les males de I’autre
espece pour ne pas ressortir infructueuses. Il se pourrait bien aussi qu’elles soient accouplées
de force, si les males de 1’espéce dominante sont trés harassants. La valeur adaptative de ces
stratégies serait remarquablement dépendante du coft associé a I’hybridation. Par conséquent,
ce colt peut varier selon les conditions environnementales. La possibilit¢ que les
accouplements croisés se réalisent par simples erreurs adaptives sans aucun bénéfice li¢ a la
fitness ne peut expliquer I’imminente évidence que les hybrides F; et Fi+, peuvent étre trouvés
dans plusieurs populations apres des efforts adéquats d’échantillonnage et de génotypage (Lee

etal.,, 2013a).

L’accouplement positivement assorti et les barriéres de reproduction extrinséques sont des
¢léments clé dans le processus de spéciation incipiente qui éventuellement aboutira a un
isolement reproductif post-zygotique intrinseque (Lee et al., 2013a ; Fontaine et al., 2015 ;
Neafsey et al., 2015). Bien qu’il y’ait I’évidence des adaptations écologiques divergentes liées
aux préférences de I’habitat larvaire (Lehmann & Diabaté, 2008 ; Simard et al., 2009 ;
Kamdem et al., 2012), au comportement d’évitement des prédateurs (Diabaté et al., 2008 ;
Gimonneau et al., 2010), et aux stratégies d’estivation chez les adultes (Dao et al., 2014), la
baisse de la fitness des hybrides n’est jusqu’aujourd’hui qu’une déduction indirectement
supportée par des données de la génomique des populations (Lee et al., 2013a ; Norris et al.,
2015 ; Weetman et al., 2012 ; Clarkson et al., 2014). Ici, nous montrons une forte corrélation
entre les taux d’hybridation déduits du taux d’inséminations croisées au stade de reproduction
et ceux estimés a partir de collections de femelles de larves et de femelles adultes au repos
réalisées dans les mémes villages a des périodes synchrones. Les taux d’hybridation
dépendant fortement de la localité considérée, étaient élevés chez An. gambiae a VK7 ou An.

coluzzii était hautement dominant mais plus bas a Soumousso ou An. gambiae dominait
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fortement (Figure 20). Contrairement aux conclusions de I’étude précédente (Dabiré et al.,
2013), ces données suggerent que 1’accouplement croisé chez les hybrides ainsi obtenus crée
des opportunités d’introgressions effectives entre espeéces jumelles. Le taux d’hybridation était
plus élevé pour An. gambiae comparé a An. coluzzii a VK7 alors que, vue la rareté de cette
espece jumelle dans cet habitat, il ne devrait pas en résulter des taux d’hybridation aussi
¢levés pour cette espece dans les deux types d’habitat. Crucialement, les taux d’hybridation
baissent significativement du stade de reproduction au stade larvaire mais pas du stade
larvaire au stade adulte. Présentement, on ne sait pas si des phénoménes d’hybridation
comparables a celui décrit ici pour VK7 en 2011 ont lieu chaque année dans des habitats
similaires. Des études précédentes dans cette zone ont, d’une fagon répétitive rapporté la
formation des essaims mixtes a des fréquences tres faibles, suggérant que 1’hybridation
pourrait aussi étre trés commune (Dabiré et al., 2013 ; Sawadogo et al., 2014). 1l faut noter
que cette étude n’a pas permis de détecter d’autres sources possibles de sélection agissant
tardivement contre les hybrides au cours de leur vie, par exemple au stade adulte. Cest ce que

nous testerons dans le chapitre suivant.
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Chapitre 3 : Estimation de I’isolement reproductif post-zygotique entre An. coluzzii et

An. gambiae

/Les résultats de cette étude ont fait 1’objet de deux communications orales et un\
article en cours de rédaction :

Niang Abdoulaye, Sawadogo Simon, Maiga Hamidou, Dabir¢ K Roch, Tripet
Frederic, Lehmann Tovi and Diabaté Abdoulaye. Assessment of the ecologically
dependent postmating isolation between the molecular forms of Anopheles
gambiae s.s. 6th international congress of Society for Vector Ecology (SOVE), 22-
27 September 2013, California, USA.

Niang Abdoulaye, Sawadogo Simon, Maiga Hamidou, Dabiré¢ K Roch, Tripet
Frederic, Lehmann Tovi and Diabaté¢ Abdoulaye. Evidence of ecological selection
against hybrids as a post-zygotic isolation between M and S molecular forms of
Anopheles gambiae s.s. 6th MIM Pan-African Malaria Conference, 6-11 October
2013, Durban, South Africa.

Abdoulaye Niang, Nignan Charles, Hamidou Maiga, Simon P. Sawadogo,
Lassana Konaté, Ousmane Faye, Roch K. Dabiré, Frederic Tripet and Abdoulaye
Diabaté. Assesment of the ecologically-dependant post-zygotic isolation between
Qnopheles coluzzii and Anopheles gambiae /

3.1. Problématique

Des études récentes analysant des données génomiques ont suggéré que les hybrides entre
An. coluzzii et An. gambiae font 1’objet d’une sélection dans la plupart des aires de
distribution des deux especes jumelles (White et al., 2011; Lee et al., 2013a). Cependant
aucune ¢tude expérimentale n’a ¢€té réalisée en milieu naturel ou semi-naturel pour le
confirmer. Pour ¢élucider la cause de la raret¢ des hybrides, des expériences de
transplantations larvaires sont nécessaires pour servir de complément aux données de
laboratoire et de la génomique des populations disponibles afin de démontrer 1’efficacité des
barriéres post-zygotiques écologie-dépendantes entre An. coluzzii et An. gambiae. Dans ce
chapitre, nous testons la survie et la performance des hybrides pour un certain nombre de
caractéres dans I’environnement naturel des parents. Par le moyen d’une expérience de
transplantations, nous avons examiné le développement potentiel des especes parentales An.

coluzzii et An. gambiae comparé a celui de leurs hybrides réciproques.

81



3.2. Méthodologie

Des femelles gorgées ou gravides d’An. gambiae s.1. ont été collectées au repos dans des
maisons d’habitation ainsi que décrit au chapitre I11.1.2.1 de la section Matériels et méthodes.
De retour au laboratoire, ces femelles ont été mises en ponte individuelle. En moyenne 5
larves issues de chacune des pontes ont été analysées par PCR de méme que la femelle ayant
pondu afin de déterminer 1’espéce d’appartenance. Les larves ont ensuite été regroupées par
espece dans des bacs d’¢élevage et maintenues jusqu’au stade adulte (cf Matériels et méthodes
II1.1.2.2). Les adultes ont ensuite été croisés ainsi que décrit au chapitre I11.1.2.2 et les
femelles encore mises en ponte individuelle. Les larves issues de ces pontes ont enfin été
ramenées sur le terrain et transplantées en milieu rizicole a raison de 150 larves de stade L1
(50 An. coluzzii + 50 An. gambiae + 50 hybrides col/gam, ou 50 An. coluzzii + 50 An.
gambiae + 50 hybrides gam/col cf Matériels et méthodes II1.1.2.3) en présence ou absence de
prédateurs. Quatre parametres ont été évalués. Il s’agit de 1) le taux d’émergence des larves

transplantées, 2) le sexe-ratio, 3) le temps de développement larvaire, 4) et la taille des ailes.
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3.3. Résultats
3.3.1. Le taux d’émergence globale

Un total de 5 400 larves de stade L1 a été transplanté dans 36 cages placées dans les eaux
des riziéres avec ou sans prédateurs. Les larves étaient composées d’An. coluzzii, An. gambiae
et leurs hybrides réciproques col/gam et gam/col. Nous avons évalué leurs performances
mesurées en termes de succés a 1’émergence des adultes, leur temps de développement
larvaire et la taille de leurs ailes. Globalement 1 987 spécimens soit un taux d’émergence de
36,8%, ont été collectés. Une différence significative du sexe-ratio a été trouvée, avec 908
(45,7%) males et 1079 (54,3%) femelles (P<0,0001 ; ¥*=23,01). L’identification des espéces a

pu étre réalisée sur 1070 femelles alors que I’amplification de 9 spécimens n’a pas réussi.
3.3.2. Comparaison du succés a I’émergence des adultes

Globalement le succes a I’émergence est 2,5 fois plus élevé dans les cages sans prédateurs
que les cages en présence de prédateurs (Figure 21A) et le développement des especes
parentales est 2 fois meilleur a 1’absence des prédateurs qu’a leur présence. D’une fagon
similaire le succeés a I’émergence des hybrides est 1,5 fois plus élevé dans les cages sans
prédateurs (Figure 21B). La comparaison du succes a I’émergence des différentes especes et
leurs hybrides réciproques est illustrée dans le tableau de contingence (Tableau 5). Dans la
premicre série des données An. gambiae se développe mieux que An. coluzzii et I’hybride
col/gam a I’absence des prédateurs, alors que ces derniers sont plus performants en présence
des prédateurs (Tableau 5a y°=12,8 ; P=0,0003 ; Tableau 5c y*=12,2 ; P=0,0005). Aucune
différence significative du succes a 1’émergence d’An. coluzzii et I’hybride col/gam n’a été
trouvée. Leur succes a I’émergence est comparativement €gal aussi bien en I’absence qu’en
présence des prédateurs (y=0,005 ; P=0,94), suggérant que les hybrides dont les « mamans »
sont An. coluzzii survivent mieux I’attaque des prédateurs. Dans la deuxiéme série des
données, An. gambiae et I’hybride gam/col ont montré un succes au développement plus élevé
que An. coluzzii en I’absence des prédateurs, alors qu’en présence des prédateurs ils étaient de
faibles compétiteurs (Tableau 5d y>=6,5; P=0,01 ; Tableau 5e ¥*=15; P=0,0001). Aucune
différence significative n’a été trouvée entre An. gambiae et I’hybride gam/col, suggérant

encore une fois un effet maternel. Conformément aux analyses du tableau de contingence, une
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analyse de régression logistique a montré que la prédation a un impact signifiant sur le succes

au développement des différentes especes (t = -4,76 ; P<0,00005).

Figure 21: Nombre de moustiques émergents : (A) Comparaison des taux d’émergence
des adultes dans les cages avec et sans prédateurs. (B) Comparaison des taux
d’émergence des femelles des espéces parentales et leurs hybrides réciproques. Les
rectangles rétrécis au milieu verts (21A) et blancs (21B) indiquent la dispersion des données.
Les traits horizontaux interseptant les lignes verticales en pointillé représentent les valeurs
maximale et minimale de cette dispersion. Les traits (21A) et les points (21B) noir foncés
correspondent a la médiane.
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Tableau 5: Tableaux de contingence comparatifs du succés au développement d’An. coluzzii, An. gambiae et leurs hybrides réciproques
en I’absence et en présence des prédateurs

Tableau 5a Tableau 5b Tableau 5c¢

Tableau 5d Tableau 5e Tableau 5f
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3.3.3. Le temps de développement larvaire

Le temps de développement des femelles ainsi que des males dans les cages en présence
des prédateurs était significativement plus court que celui des individus des deux sexes ¢élevés
en absence de prédateurs reflétant probablement un manque de compétition pour la nourriture
et de I’espace due a la prédation dans les premicres types de cages (P<0,0001 ; t=10,83 et
P<0,0001 ; t=9,35 respectivement ; Figure 22). Du fait que la prédation n’affectait pas de la
méme facon les différentes espéces et leurs hybrides réciproques, le temps de développement
dans les cages avec prédateurs tendait a la baisse dans I’analyse suivante. Globalement les

males se développaient plus vite que les femelles (P=0,0001 ; t=3,88 ; Figure 22).

Figure 22: Comparaison du temps de développement larvaire des males et femelles dans
les cages avec et sans prédateurs. Les rectangles retressis indiquent la dispersion des
données. Les traits horizontaux en pointillé représentent les valeurs maximale et minimale de
cette dispersion. Les points verts correspondent a la médiane.

86



La comparaison spécifique du temps de développement entre les espéces parentales et les
hybrides réciproques a été faite uniquement pour les femelles étant donné que les males
hybrides ne pouvaient pas étre identifiés avec précision. En somme 1’étude du temps de
développement des espéces montrait une dispersion allant de 6 a 14 jours avec une moyenne
de 7 jours (Figure 23). Des comparaisons multiples utilisant le test de Tukey pour la recherche
de différences significatives du temps de développement entre les différentes espéces sont
montrées a la Figure 23. Les comparaisons ayant des intervalles qui ne chevauchent pas la
ligne verticale entrecoupée sont significativement différentes. Cette ligne verticale indique
qu’il n’y a pas de différence entre les valeurs moyennes pour les comparaisons des especes
indiquées sur I’axe y. Ainsi, nous pouvons dire qu’An. gambiae a un temps de développement
significativement plus court qu’An. coluzzii ainsi que les deux types hybrides. Aucune

différence n’a été trouvée entre An. coluzzii et les hybrides (Figure 23).

Figure 23: Temps de développement des espéces parentales et les hybrides réciproques
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3.3.4. La mesure de la taille des ailes

La variation de la taille des ailes entre les espéces parentales An. coluzzii, An. gambiae et
leurs hybrides réciproques col/gam et gam/col a été estimée en utilisant la mesure de la
longueur et la largeur de I’aile droite. Etant donné qu’aucune différence significative n’a pu
étre trouvée entre les cages avec prédateurs et les cages sans prédateurs ni sur la longueur
(P=0,262 ; t=0,63 ; df=133) ou sur la largeur (P=0,225 ; t=1,21 ; df=133 Figure 24) des ailes,
nous avons supprimé les cages avec prédateurs dans 1’analyse suivante pour étre conforme a
I’analyse du succes a 1I’émergence. L’analyse de la variance de la taille des ailes n’a montré
aucune différence significative sur la longueur de 1’aile (P=0,104 ; F=2,12) et la largeur non

plus (P=0,252 ; F=1,39) entre espéces parentales et leurs hybrides réciproques (Figure 25).

Figure 24: Taille des ailes des adultes émergents des cages avec et sans prédateurs. Les
rectangles verts retressis au milieu indiquent la dispersion des données. Les traits horizontaux
interseptant les lignes verticales en pointillé représentent les valeurs maximale et minimale de
cette dispersion. Les traits noir foncé correspondent a la médiane.
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Figure 25: Taille des ailes des especes parentales et leurs hybrides réciproques. Les
rectangles verts retressis au milieu indiquent la dispersion des données. Les traits horizontaux
interseptant les lignes verticales en pointillé représentent les valeurs maximale et minimale
de cette dispersion. Les traits noir foncé correspondent a la médiane.

3.4. Discussion

Sous I’hypothéese de la spéciation écologique, I’isolement reproductif survient comme une
conséquence de la sélection naturelle divergente entre différents environnements (Schluter,
1996 ; 2000). Ici nous nous sommes focalisés sur 1’étude de 1’isolement reproductif post-
zygotique écologie-dépendant, une des prédictions de la spéciation écologique entre An.
coluzzii et An. gambiae. Dans des études expérimentales, Diabaté et al. (2008) investiguant
les différences adaptatives entre les deux especes jumelles, ont mis en €vidence le role de la
prédation comme une des forces écologiques majeures conduisant a la ségrégation de 1’habitat

entre les deux espéces (Diabaté et al., 2005 ; 2008). En effet, ces auteurs ont trouvé une
89



différence significative dans 1’habilit¢ des espéces a exploiter les différents gites larvaires. En
I’absence de prédateurs, An. gambiae survit mieux que An. coluzzii mais c’est plutot le
contraire en présence de prédateurs. Les gites larvaires temporaires a faible densité de
prédateurs sont plus favorables au développement d’An. gambiae alors que An. coluzzii se
développe mieux dans des gites larvaires permanents avec un niveau de prédation plus élevé.
Cette étude suggere que la prédation larvaire module le schéma de la ségrégation de 1’habitat
entre les deux espéces comme cela a été confirmé par plusieurs autres études (Diabaté et al.,

2008, Simard et al., 2009 ; Gimonneau et al., 2010 ; 2012a ; 2012b ; Roux et al., 2013).

La prédiction que la rareté des hybrides entre les deux espéces sur le terrain pourrait
résulter de la réduction de la fitness de ces hybrides est couramment supportée par des
données de génomique des populations (White et al., 2010 ; Lee et al., 2013a) mais cela n’a
jamais été¢ expérimentalement testé sur le terrain. Du fait que la pression de sélection contre
les hybrides en milieu naturel puisse étre responsable de la divergence des especes elles-
mémes, des études ont démontré la nécessité d’évaluer I’influence de la prédation larvaire sur
les hybrides dans leurs environnements parentaux. Ici nous avons étendu les études de
transplantations larvaires d’An. coluzzii et An. gambiae (Diabaté et al., 2005 ; 2008) a leurs
hybrides réciproques col/gam et gam/col en présence et en 1’absence des prédateurs. Ainsi,
des larves de stade L1 des 4 groupes générés par la technique de I’accouplement forcé ont été
transplantées dans des gites larvaires produits dans les rizieres de la Vallée du Kou. Nous
avons examiné la survie des larves dans chaque sous-population en présence et en 1’absence
des prédateurs pour détecter des interactions entre les espéces parentales et leurs hybrides
réciproques. Nos résultats ont montré un effet significativement €levé de la prédation sur les
proportions des adultes émergents. Ces résultats sont comparables aux résultats des études
précédentes qui ont révélé qu’An. coluzzii était plus efficace qu’An. gambiae en présence des
prédateurs (Diabaté et al., 2008), probablement grace a son meilleur comportement de

camouflage et d’évitement des prédateurs (Gimonneau et al., 2010 ; Roux et al., 2013).

Estimant le succés du développement larvaire, les valeurs observées dans cette étude
montrent que I’hybride col/gam était similaire a An. coluzzii. Cette similarité a été aussi
retrouvée entre 1’hybride gam/col et An. gambiae. Du fait que les hybrides col/gam et gam/col
soient issus de femelles An. coluzzii et An. gambiae respectivement, ce résultat suggere un
effet maternel dans la réponse anti-prédation des larves dans les conditions écologiques de

notre ¢tude. Bien que la taille des ailes des adultes émergents n’ait pas varié
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significativement, les deux types hybrides, col/gam et gam/col semblent prendre avantage de
leurs parents maternels pour la survie sous la pression de prédation sélective. On parle d’effets
maternels lorsque le phénotype des mamans ou leur expérience vis-a-vis des conditions
¢cologiques ou environnementales influence le phénotype de leurs descendances. L’impact de
I’effet maternel sur le phénotype de la progéniture a été reporté dans plusieurs études
(Bernardo, 1996a; Fox & Mousseau, 1996 ; Mousseau & Fox, 1998). En effet, il a été
démontré que les méres peuvent conférer des adaptations phénotypiques a leurs descendances
aux changements stressants de leur environnement local (Mousseau & Dingle, 1991 ;
Galloway, 1995). Divers traits probablement influencés par des effets maternels générent
souvent des différences entre les individus de la descendance chez les hybrides réciproques.
Par exemple la taille des graines chez les plantes (Byers et al., 1997), la taille du corps chez
les lemmings (Boonstra & Hochachka, 1997), I’induction a la diapause chez les insectes
(Mousseau & Dingle, 1991) et le nombre d’ovarioles chez la drosophile (Starmer et al., 1998)
ont été attribués aux effets maternels. Utilisant des données de la littérature sur des hybrides
réciproques pour examiner l’influence relative des effets maternels sur les différences
phénotypiques entre sous espeéces ou des populations d’especes Reinhold, (2002) a montré
une contribution significative des effets maternels sur le comportement et la morphologie des
mammiferes. En accord avec cette conclusion, la taille et le développement des individus de
la descendance des mammiferes sont souvent influencés par 1’age, la taille et les conditions
environnementales des parents femelles (Ellis et al., 2000). Pakkasma et al. (2003) ont
investigué I’importance relative de la génétique et des effets maternels comme déterminants
des variations phénotypiques de la viabilité et des traits reliés a la viabilité chez la grenouille,
Rana temporaria. Les effets maternels ont représenté la plus importante source de variations
pouvant atteindre 70% de variance de la probabilité de survie. Leur action sur la taille et la
forme des individus de la descendance a été trouvée fortement associée a la taille des ceufs
variant d’une femelle maternelle a I’autre sous la dépendance de I’environnement. Chez les
insectes, les effets maternels peuvent avoir aussi une grande influence sur les caracteres des
individus de la descendance (Kerver & Rotman, 1987 ; Fox & Savalli, 1998 ; Gil et al., 1999 ;
Hockham et al., 2001 ; Royle et al., 2001). Il a été rapporté que les effets maternels sur
I’isolement reproductif post-zygotique sont trés communs au sein des populations du genre
Drosophila (Kerver & Rotman, 1987). Chez Drosophila pseudoobscura, la différence entre
les individus de la génération F; issus des croisements réciproques €tait sous le contrdle des

effets maternels (Dobzensky, 1933). La cause génétique de la non viabilité des hybrides entre
91



les especes du complexe D. melanogaster inclut clairement des interactions entre le génotype
de la maman et celui du zygote qui peuvent étre interprétées comme des effets maternels du
fait que les hybrides survivent si leurs maman est D. melanogaster mais ils meurent au stade
embryonnaire si leur maman est 1’espéce jumelle, D. simulans (Watanabe et al., 1977 ; Hutter
etal., 1990).

Le temps de développement, c’est-a-dire la période allant de 1’éclosion de la larve a
I’émergence de ’adulte est trés crucial pour la survie des moustiques. La durée de la vie
larvaire a ainsi un important réle sur les parametres de développement des populations du fait
d’abord, de sa relation directe avec 1’age de la maturité sexuelle (Dingle, 1990 ; Foster, 1995),
mais aussi de son influence indirecte sur la taille et la fécondité (Roff, 1986 ; Foster, 1995).
Nos résultats n’ont pas montré des variations significatives de la taille des ailes mais le temps
de développement larvaire a significativement varié entre especes parentales et hybrides
réciproques. Des effets maternels sur le temps de développement ont été signalés chez D.

melanogaster (Millis & Hartmann-Goldstein, 1985).

La distorsion du sexe-ratio a la faveur des femelles refléte soit, le sexe-ratio des larves qui
ont été introduites dans les cages de transplantation au début de I’expérience ou un résultat de
la régle de Haldane. Selon cette derniere, lorsque 1’un des sexes est absent, rare, ou stérile
chez les hybrides Fi issus d’un croisement entre deux races ou especes, ce sexe est la pluspart
le sexe hétérogame (Haldane, 1922). Plusieurs espéces de la classe des Insectes sont régies
par cette régle (Laurie, 1997) qui semble étre un modele standard de 1’évolution de la stérilité
et la non-viabilité (Coyne & Orr, 1989 ; 1997). Ce modéle épistatique est largement expliquée
par I’existence des génes complémentaires (Bateson, 1909 ; Dobzhansky, 1936 ; Muller,
1940) qui peuvent produire la non-viabilit¢ ou la stérilit¢é entre deux populations
sympatriques. En effet, les alléles divergents deviennent fixés a différents loci entre
populations et causent une incompatibilité seulement, lorsqu’ils se retrouvent ensemble chez
les génotypes hybrides. Si des geénes ou des complexes de genes complémentaires des
chromosomes sexuels ont des alleles récessifs de la stérilité des hybrides, le sexe hétérogame
souffrira plus tot des effets d’incompatibilités avant le sexe homogame (Turelli & Orr, 1995).
Cependant, plusieurs observations sur les diptéres ont inspiré d’autres modeles. Ainsi, au sein
du genre Drosophila la régle de Haldane concernant la stérilit¢ prédomine largement celle
pour la non-viabilit¢ (Wu & Davis, 1993). Les facteurs de la stérilit¢ semblent s’accumuler

plus rapidement chez les males contrairement aux loci de la non-viabilité. La stérilité¢ des
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males a été observée chez les moustiques hybrides du genre Aedes. Toutefois, aucun
isolement reproductif post-zygotique intrinséque n’est encore établi entre An. coluzzii et An.
gambiae (Diabaté et al., 2007) alors que 1’effet de baisse de la fitness des hybrides pouvant
résulter des incompatibilités génétiques serait plus important dans des environnements plus
hostiles (Rundle & Whitlock, 2001). Une meilleure compréhension de ces aspects nécessite

d’autres investigations.
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Chapitre 4 : Role des réserves nutritionnelles et la taille sur le succés reproducteur des

males An. coluzzii et An.gambiae s.s.

~N

Les résultats de cette étude ont été publiés dans ’article suivant:

Maiga H, Niang A, Sawadogo SP, Dabiré¢ RK, Lees RS, Gilles JR, Tripet F, and
Diabaté A. Role of nutritional reserves and body size in Anopheles gambiae males
mating success. Acta Tropica 132S (2014) S102-S107 /

4.1. Problématique

Les réserves nutritionnelles accumulées au cours du développement larvaire et a chaque
repas sucré pendant la vie adulte sont des facteurs déterminants pour la survie et le succes
reproducteur (Foster, 1995). Pour s’accoupler le male a besoin de voler. La dépense
énergétique nécessaire pour ce vol provient des sucres et du glycogene issus des repas sucrés
(Yuval et al., 1994 ; Bargiclowski et al., 2012). Par conséquent, une étude globale du niveau
de variations des ressources énergétiques disponibles a différents états physiologiques chez
des males collectés a différents moments de la journée permettrait d’estimer 1'énergie allouée
aux activités essentielles telles que 1’essaimage et l'accouplement. Dans ce chapitre nous
¢tudions la variation des réserves énergétiques entre les males nouvellement émergés, au
repos dans les habitations humaines et en activité d’essaimage chez les populations naturelles
d’An. coluzzii et An. gambiae. Spécifiquement, nous déterminerons d’abord, le bilan
énergétique des sucres totaux et du glycogene chez des males sauvages collectés a VK7 et a
Soumousso. En comparant ensuite, le bilan énergétique des males couplés a celui des males
non-couplés dans les essaims, nous montrerons si le succes a I’accouplement est li€¢ ou non a
la disponibilité des réserves énergétiques. Enfin, nous mesurerons la taille des males et

évaluerons son importance dans le succés a I’accouplement.
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4.2. Méthodologie

Les moustiques collectés ainsi qu’il suit dans les Matériels et méthodes, section I11.2.1 ont
été identifiés morphologiquement (Gillies & De Meillon, 1968). Seuls les moustiques males
d’An. gambiae s.1. ont été conservés pour le dosage des principaux métabolites (sucres totaux,
glycogene, protéines et lipides) par spectrophotométrie (cf Matériels et méthodes I11.2.2.2) et

la mesure de la taille des ailes (cf Matériels et méthodes I11.2.3).
4.3. Résultats
4.3.1. Variations des réserves énergétiques en fonction de I’activité des males

Les sucres totaux, le glycogene, les lipides et les protéines des différents groupes de
moustiques ont été quantifiés. Les males au repos avaient significativement plus de réserves
en sucres totaux que les males nouvellement émergés (Mann-Whitney U=218 ; P<0,0001 ;
Figure 26 : Sucres totaux) ainsi que les males collectés dans les essaims (U=1204;
P<0,0001). Aucune différence statistiquement significative n'a été observée entre les males
nouvellement émergés et les males des essaims (U=716 ; P=0,38). Toutefois, la différence
¢tait significative entre ces deux groupes lorsque les males des essaims ¢étaient collectés
seulement cinq minutes aprés le début de 1’essaimage (U=110 ; P=0,0028). Pour les réserves
en glycogene, seuls les males au repos comparés aux males des essaims ont montré une
différence significative (U=1879 ; P=0,0146 ; Figure 26 : Glycogene). Les réserves en lipides
et en protéines n’ont pas varié¢ de fagon significative entre les groupes (P>0,05 ; Figures 26 :

Lipides ; Protéines).

Lorsque les réserves des males collectés au repos (matin et soir) et dans les essaims ont
¢té comparées (Tableau 6), des différences significatives en sucres totaux (P<0,0001 ;
Kruskal-Wallis) et en glycogene (P=0,039 ; Kruskal-Wallis) ont été observées entre les trois
groupes. Les males au repos collectés le matin, ont montré la plus forte réserve en sucres,
suggérant que 59% des sucres totaux sont brilés pendant le repos avant méme que les males
participent aux essaims au crépuscule. De méme, les réserves en glycogeéne sont plus €levées
chez les males au repos collectés le matin mais subissent une réduction de 32% le soir a
I’heure des essaims (Tableau 6). Aucune différence en lipides et protéines n'a été observée

entre les différents groupes (P>0,05 ; Tableau 6).
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Figure 26: Comparaison des réserves énergétiques des males nouvellement émergés
(Emergent), des méales au repos (matin + soir) et dans des essaims (pic)
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Tableau 6 : Valeurs moyennes des sucres totaux, du glycogéne, des lipides et des protéines contenues dans différents groupes de
moustiques collectés au repos (matin, soir) et en activité d’essaimage

Males au repos (Matin) Males au repos (Soir) Males (Essaims) P (H; df)
Sucres totaux (J) 4.4 X 103 +0,0005 1,8 X 107+0,0002 1,5 X 10°+0,0002 <0,0001* (40,47 ; 2)
Glycogene (J) 1,9 X 10°+0,0005 1,3 X 10°+0,003 0,9 X 10+0,0002 0,039* (6,48 ; 2)
Lipide (J) 39 X 107+0,003 34 X 10°+0,0005 34 X 10°+0,002 0,121 (4,22 2)
Protéine (J) 2,9 X 10°+0,0004 2,5 X 10°+0,0003 2,6 X 10°+0,0002 0,876 (0,26 ; 2)

J indique I’unité d'énergie (Joule) ; * moyennes significatives. Un total de 30 males collectés le matin, 30, le soir dans 20 concessions, 162 males
des essaims (54 essaims) ont été utilisés dans cette analyse.
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4.3.2. Bilan énergétique des males des essaims d’An. coluzzii et An. gambiae

Les réserves en sucres totaux des moustiques collectés en F1 (Smn aprés le début de
I’essaimage) étaient plus élevées que celles des males collectés en F3 (fin de I’essaimage, 25
min aprés le début) aussi bien chez An. coluzzii que chez An. gambiae (Mann Whitney ;
VK7 : U=758 ; P=0,0004 ; Figure 27A et Soumousso : U= 105 ; P=0,0497 ; Figure 27B). Il
en était de méme pour les réserves en glycogene (VK7 : U=837 ; P=0,022 ; Figure 27C et
Soumousso : U=83; P=0,023; Figure 27D). Ces résultats suggeérent que |’activité
d’essaimage impliquerait environ 50 a 60% des réserves en sucres (VK7 : 48,5% ;
Soumousso : 56,2%) et en glycogéne (VK7 : 53,1% ; Soumousso : 59%). Dans 1'ensemble,
lorsque les réserves en glucides (sucres totaux et glycogeéne) ont été combinées, la dépense
énergétique pour l'essaimage d’An. coluzzii et d’An. gambiae était 52,4% et 58,1% des

réserves initiales, respectivement.

Les réserves en sucres totaux chez les males des essaims a Soumousso étaient
significativement différentes de celles des males des essaims a VK7 (U=2718 ; P=0,0001).
Toutefois, d'autres comparaisons de réserves énergétiques entre les males au repos d’An.
coluzzii et d’An. gambiae collectés a Soumousso n’ont pas montré de différence, suggérant
que ce sont les différences €cologiques entre les sites qui pourraient étre a I’origine des
variations observées (sucres : U=231; P=0,71 ; glycogene : U=216 ; P=0,5). Contrairement
aux males collectés dans les essaims, les teneurs en glycogeéne étaient significativement plus

¢levées chez les males nouvellement émergés a Soumousso qu’a VK7 (U=58 ; P=0,011).
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An. coluzzii An. gambiae
(VK7) (Soumousso)

Figure 27: Bilan énergétique (sucres totaux (A et B) et glycogéne (C et D)) des males
(collectés au début (F1), au pic (F2) et a la fin de I’essaimage (F3)) d’An. coluzzii (A et C)
et An. gambiae (B et D). Les males An. coluzzii et An. gambiae ont été collectés
respectivement a VK7 et & Soumousso. Les graphes du méme groupe ayant les mémes lettres
ne sont pas statistiquement différents (P>0.05).
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4.3.3. Réserves énergétiques des males couplés et non-couplés dans les essaims

Un total de 110 males in copula et 150 non-couplés d’An. coluzzii a été collecté pendant
trois mois (juillet, aolit et novembre) a VK7. Les analyses énergétiques ont montré que les
teneurs en glycogéne (U= 8147 ; P=0,8) et en sucres totaux (U=7886; P=0,5) étaient

similaires au sein des deux groupes.
4.3.4. Mesure de la taille des ailes
4.3.4.1. Implication de la taille des ailes dans le succes reproducteur

La taille des ailes considérée comme un proxy de la taille du moustique a été mesurée. Les
males An. coluzzii et An. gambiae couplés sont relativement plus grands que les autres males
des essaims (An. coluzzii : t=2,09 ; df=348 ; P=0,036 ; Figure 28A ; An. gambiae : t=2,97 ;
df=56 ; P=0,0043 ; Figure 28B). La taille des males des essaims ne varie ni en fonction du site
de collecte ni selon qu’ils aient été collectés au début, au pic ou a la fin de I’essaimage (VK7 :
ANOVA ; P=0,116 ; F=2,16 ; Figure 28A ; Soumousso : P=0,128 ; F=2,08 ; Figure 28B). La
taille des males An. coluzzii et An. gambiae couplés est principalement distribuée autour d'une
valeur intermédiaire (Figure 29B, D). Nous avons aussi observé une faible corrélation entre la
taille des males et celle des femelles capturées in copula (Figure 29A, C), suggérant que dans
nos sites d’étude, la formation des couples chez An. coluzzii et An. gambiae ne se ferait pas

suivant des tailles similaires.

Figure 28: Comparaison de la taille des males couplés et non-couplés ainsi que des males
collectés a différents temps donnés au cours de I’essaimage d’An. coluzzii a VK7 (A) et
An. gambiae a Soumousso (B)

100



Taille de la femelle (mm)

Taille de la femelle (mm)

3.36
3.24 A
3.12 1
3.00 4
2.88 4
2.76
2.64
2.52 4

2.40 4

Y¥=1,18 x -0,45

A R=0,115

R2=0,013
& .
e® ..
’.‘ *® e *e
. . .
.'.l =-. o L T
voaxE TR
.. . . . . ..: .
.

3.3 1

3.2 1

3.1 1

3.0 1

2.9 1

2.8 1

2.7 1
2.6 1

2.5 1

T T T T T T
2.48 2.56 2.64 2.72 2.80 2.88 2.96 3.04 3.12

Taille du male (mm)

Y=1,09 x -0,22
C R=0,363
R2=0,131
L]
* L ... . .
. .
. * * ' .. L] *
% «* . .
X . *

2.52 2.58 2.64 2.70 2.76 2.80 2.88 2.94 3.00 3.06

Taille du male (mm)

Fréquence

Fréquence

40
36 4
32
28 4
24
20 4
16 4
12 4
8
4

o

40
36
32
28
24
20
16
12

8 4
4
o

B Non couplé
s Couplé

2.08 2.24 2.40 2.56 2.72 2.88 3.04 3.20 3.36

Taille du male (mm)

= Non couplé
s Couplé

23 24 25 26

27 28 39 3.0 31

Taille du male (mm)

Figure 29: Comparaison de la taille des méles et celle des femelles pris en couples et
distribution des fréquences de la taille des males couplés (en rouge) et non-couplés (en
bleu) chez An. coluzzii (VK7) (A, B) et An. gambiae (Soumousso) (C, D)
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4.3.4.2. Estimation de la symétrie

Le test de corrélation de Pearson a montré qu’il y avait une forte corrélation de la taille
entre les ailes gauches et droites chez les males couplés et non-couplés d’An. coluzzii
(couplés : 1=0,99 ; P<0,0001 ; non-couplés : r=0,98 ; P<0,0001) collectés dans les essaims
(Figure 30). Le résultat indique également que les ailes des males couplés étaient aussi
symétriques que celles des males non-couplés car aucune différence significative de la taille

n’a été observée entre les deux groupes de moustiques (t=0,24 ; df=240 ; P=0,8).

Figure 30: Corrélation entre la taille des ailes gauches et droites des males couplés et
non-couplés capturés dans les essaims
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4.4. Discussion

L’objectif de la présente étude était d’évaluer les variations des réserves énergétiques au
cours de I’essaimage et de la formation des couples. Il était aussi question d’estimer le role de

la taille et de la symétrie des ailes du male dans le succes de la reproduction en milieu naturel.
4.4.1. Variations des réserves énergétiques en fonction de ’activité des males

Nous avons constaté une variation des réserves en sucres totaux et en glycogéne mais pas
en lipides et en protéines chez les différents groupes de males collectés, suggérant que les
sucres totaux et le glycogeéne sont les principales réserves utilisées lors des activités de
reproduction. Le role des sucres dans la biologie des males a été démontré dans les études
précédentes (Miiller & Schlein, 2006 ; Gouagna et al., 2010). C'est la seule nourriture pour les
males (Foster, 1995 ; Gu et al., 2011). En outre, le sucre est une source d'énergie nécessaire
au vol pour les deux sexes (Nayar & Van Handel, 1971) et pourrait méme améliorer leur
fécondité¢ (Foster, 1995). Les males sont particuliérement vulnérables au manque de sucre
juste apreés I’émergence des gites larvaires (Foster, 1995). Notre étude a montré que les
réserves en sucres et en glycogéne des males au repos collectés le matin étaient supérieures a
celles des males au repos collectés le soir. Cela refleterait bien le comportement trophique des
espéces An. coluzzii et An. gambiae. Dao et al. (2008) ont montré, grace a I’utilisation des
picges placés a I'intérieur et a ’extérieur des habitations, que les moustiques s’activent au
crépuscule a la recherche soit des sites d’essaimages pour la reproduction, soit pour la
recherche d’un repas de sang et/ou sucré. Apres avoir retrouvé 1’énergie, ces moustiques
recherchent a nouveau les sites de repos le lendemain en fin de nuit. De méme, Yuval et al.
(1994) avaient préalablement montré que la recherche du repas sucré chez An. freeborni avait
lieu juste apreés I’heure des essaims, avant de regagner les sites de repos. Ces auteurs ont en
effet trouvé que les teneurs en sucres et en glycogéne des males An. freeborni collectés le
matin étaient supérieures a celles des males collectés le soir dans les sites de repos. Ces
réserves ainsi acquises assurent les besoins quotidiens notamment 1’activité d’essaimage

(Yuval, 1992 ; Yuval et al., 1994).

La présente étude suggere que 59% des sucres totaux et 32% du glycogeéne sont
consommés lorsque les moustiques sont au repos et 15,9 % des sucres totaux sont alloués aux

activités d’essaimage. Compte tenu du fait que 1’essaimage dure environ 30 min et que les
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males passent en moyenne 660 min au repos (de 06:00 a 17:00, respectivement heure de
collecte le matin et du soir dans les sites de repos), les males qui essaiment consomment
proportionnellement 5,9 fois plus d'énergie provenant des sucres que les males au repos. Par
conséquent, les sucres sont extrémement importants dans la survie du male. Des études
expérimentales ont montré I’incapacité des males dépourvus de sucres a féconder des femelles
(Gary et al., 2009 ; Stone et al., 2009). Huho et al. (2007) ont rapporté que les réserves en
sucres et en glycogene chez des moustiques sauvages €taient nulles comparés aux moustiques
¢levés au laboratoire. Cela pourrait étre di au fait que ces derniers avaient déja épuisé leur

stock en sucres avant d’étre collectés.

La teneur en protéines dans les différents groupes de males collectés au cours du temps ne
varie pas indiquant que les protéines, principalement obtenues au stade larvaire (Foster, 1995)
joueraient plutot un role structural. Au cours du développement pré-imaginal, les larves se
nourrissent dans les gites, de différentes matieres organiques dégradées par des bactéries et
des champignons. Les réserves nutritives accumulées au cours de cette vie larvaire sont
essentiellement constituées de protéines et de lipides. Des études sur les besoins nutritionnels
ont montré qu'un régime dépourvu de protéines inhiberait le développement larvaire d’Ae.
aegypti. De méme, la teneur en lipides n’a pas significativement varié entre les différents
groupes de moustiques en fonction du temps (matin, soir, essaim) et de 1’activité (essaim,
repos). Nayar & Van Handel (1971) ont démontré que ce sont les sucres qui sont utilisés pour
le vol et non les lipides chez Aedes sollicitans. Les lipides ne sont pas utilisés pour le vol mais
pourraient étre métabolisés en glucose et glycogéne pour compenser le manque de sucres en

situation de stress (Yuval et al., 1994).
4.4.2. Bilan énergétique des males des essaims d’An. coluzzii et An. gambiae

Nos résultats ont démontré que I’essaimage chez An. coluzzii et An. gambiae est tres
colteux. La moitié¢ des réserves totales en glucides (sucres et glycogéne) s’épuise au cours
d’une soirée d’essaimage comme 1’atteste la variation que nous avons notée entre les males
collectés au début et a la fin de I’essaimage. Ce constat confirme que les glucides constituent
le principal combustible utilisé en vol (Nayar & Van Handel, 1971 ; Yuval et al., 1994 ;
Briegel et al., 2001; Huho et al., 2007). 11 faut noter cependant que bilan énergétique prend en
compte plusieurs facteurs qui pourraient rendre difficile son estimation. Selon Oliva et al.

(2012) le coit de la reproduction pour un male d’Aedes albopictus comprend les dépenses
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liées a la recherche de la femelle, a I’accouplement et au transfert de la semence sans occulter
la compétition entre males. Papadopoulos et al. (2010) par contre ont montré que la recherche
de la femelle chez mouches de fruits serait plus couteuse que 1’accouplement et pourrait
méme impacter leur survie. Toutefois, ces constats révelent la nécessité de reconstituer au
quotidien les réserves afin d’assurer la survie et les activités de reproduction, conformément a

l'observation de Yuval et al. (1994).

Dans cette étude, les males An. coluzzii et An. gambiae ont consommé prés de la moitié de
leurs réserves en glucides au cours de I’essaimage. Cependant, An. gambiae (Soumousso) a
investi environ 6% de plus que An. coluzzii (VK7). Cette différence pourrait étre liée a la
qualité des nutriments des gites larvaires (Ng'habi et al., 2008) rencontrés sur ces deux sites
d’échantillonnage. Foster (1995) a également souligné l'importance du repas sucré pour le
male et sa variation en fonction des especes et de leur habitat. L’analyse des réserves des
males au repos et des males An. coluzzii et An. gambiae collectés sur le méme site de
Soumousso s’est révélée similaire. Par contre, les réserves en glucides (sucres totaux et
glycogéne) des males nouvellement émergés d’An. gambiaes (Soumousso) étaient
sensiblement plus élevées que ceux des males An. coluzzii (VK7). Ces différences confirment
que les variations écologiques pourraient expliquer la différence en réserves énergétiques

notée chez ces deux espéces collectées sur des sites différents.
4.4.3. Réserves énergétiques des males couplés et non-couplés dans les essaims

Les males couplés n’ont pas plus de réserves énergétiques que les males non-couplés,
contrairement a toute attente. Cela suggererait que les réserves énergétiques ne seraient peut-
étre pas le facteur le plus important dans le succes de 1’accouplement bien que le role du repas
sucré dans I’essaimage ait été bien documenté (Yuval et al., 1994 ; Briegel et al., 2001). Les
males, aprés 1’émergence, ont besoin de faire le plein d’énergie ; le stock d’énergie acquis au
stade larvaire en milieu naturel étant rarement suffisant pour assurer les activités de
reproduction. Selon Yuval et al. (1994), c’est le succés dans la cueillette du nectar qui
déterminera la capacité d’un male a participer a I’essaimage. D'autres auteurs ont suggéré que
les males qui participent a I’essaimage auraient les mémes qualités car, en milieu naturel seuls
les individus résistants aux conditions difficiles du stade larvaire émergent (Huho et al.,

2007). L’essaimage a un colt et il semble qu'un seuil de réserves énergétiques pourrait
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influencer la participation des males aux essaims et par conséquent, la chance pour un male de

s’accoupler dépendrait du temps passé dans un essaim (Yuval et al., 1994).
4.4.4. Taille des ailes et symétrie du male

Des ¢études ont investigué¢ le role de la taille dans la sélection sexuelle. Ces études ont
montré que la préférence pour des femelles plus larges aurait une influence génétique sur la
descendance (Okanda et al., 2002). Les mémes auteurs ont montré qu’en situation de
compétition ou des milliers de males concourent pour quelques femelles, celles plus larges
sont susceptibles d’étre inséminées et de pondre plus d’ceufs. Cela montre 1’avantage de la
grande taille chez les femelles. Cependant, le rdle de la taille dans le succes reproducteur chez
les males An. coluzzii et An. gambiae nécessite plus d’attention. Dans les systémes de
reproduction se caractérisant par un regroupement des males, la taille joue un réle important
car elle est synonyme de force physique permettant de défendre un territoire (Diabaté et al.,
2011). Cependant, il reste a savoir si cette régle s’applique aussi aux males An. coluzzii et An.
gambiae. Peu importe le site de collecte des moustiques (VK7 ou Soumousso), aucune
différence de taille des ailes n’a été observée chez les males collectés au début, au pic et a la
fin de I’essaimage. Cela signifie que la taille des males ne jouerait pas un role important dans
la participation a I’essaimage. Toutefois, il a été établi que les males couplés d’An. coluzzii et
An. gambiae étaient en moyenne significativement plus grands que les males non-couplés. Un
constat similaire a été fait chez An. freeborni par Yuval et al. en 1998, tandis que Charlwood
et al. (2002) n'ont trouvé aucune différence dans la taille. Nous avons constaté que la taille
des males couplés était principalement distribuée autour d'une valeur intermédiaire chez An.
coluzzii et An. gambiae, suggérant que 1’agilité dans le vol pourrait également jouer un role
important dans le succes a 1’accouplement. Cela confirme les conclusions de N'ghabi et al.
(2008) qui ont montré que les males ayant une taille intermédiaire avaient plus de succés a
I’accouplement comparativement aux males plus petits ou plus grands. Peckarsky et al.
(2002) ont aussi montré que les males d'éphémeéres (Baetis bicaudatus) ayant une taille
intermédiaire pourraient étre avantagés dans l'accouplement en raison de leur agilité. En outre
nous avons observé une faible corrélation entre la taille des femelles et celle des males
capturés in copula, suggérant que la distribution de la taille des moustiques dans les couples
n’est pas homogene. Si la taille intermédiaire est avantageuse, il n’existerait cependant pas de
choix délibéré entre les moustiques de sorte que les petits males s’accouplent avec les petites

femelles et les grands males aux grandes femelles dans notre étude. Cela est un aspect
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important dans la production en masse au laboratoire dans les programmes de lutte génétique

nécessitant des lachers massifs de males.

Le succes a I’accouplement de certains insectes est associé a la symétrie alaire. Les males
symétriques auraient plus de chance d’étre « choisis » par les femelles du fait de leur
« vigueur » génétique. Par contre, les individus asymétriques se caractériseraient par une forte
mortalité, une faible fécondité et une croissance plus lente (McLachlan & Cant, 1995). Nos
résultats n’ont pas montré de différence de symétrie entre les males couplés et non-couplés. Il
existe une forte corrélation entre les ailes gauches et droites des males couplés et non-couplés.
Cependant, il serait intéressant de développer d’autres méthodes de mesure de la symétrie,

notamment celles utilisées en morphométrie géométriue afin de confirmer cette observation.
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Conclusion générale

Cette ¢tude avait pour objectifs d’identifier les facteurs génétiques et écologiques qui
favorisent ’isolement reproductif précopulatoire entre An. coluzzii et An. gambiae, d’étudier
les mécanismes d’isolement reproductif post-copulatoire extrinséque et des parametres

fondamentaux qui modulent le succes reproducteur des males dans la nature.

Nos résultats ont montré une persistance des introgressions entre les deux espéces
jumelles dont la majorité des essaims a été trouvée mono-spécifique et formée soit par An.
coluzzii ou par An. gambiae, avec seulement quelques rares essaims mixtes collectés a VK7 et
a Soumousso. La répartition des hybrides males et femelles de génération F; et des
générations Fi+n dans les essaims d’An. coluzzii ou An. gambiae était globalement déterminée
par les génotypes de I’ile de spéciation dans le chromosome X. Chez les males comme chez
les femelles, I’association entre le type d’essaim et 1’1le de spéciation du chromosome 3L était
moins forte que celle observée entre le type d’essaim et 1’ile de spéciation du chromosome X.
L’association avec I’lle de spéciation du chromosome 2L était interrompue complétement
chez les deux sexes. Ces résultats sont compatibles avec le modele de la spéciation
sympatrique dans lequel I’ille de spéciation du chromosome X jouerait un rdle crucialement

actif dans I’isolement reproductif précopulatoire intrinséque.

L’étude a permis également de clarifier le role hypothétique de 1’extréme dominance
asymétrique des especes dans 1’isolement reproductif entre An. coluzzii et An. gambiae. Dans
les conditions écologiques caractérisées par une extréme dominance de 1’une des deux
especes, les femelles An. gambiae étaient plus permissibles aux accouplements
interspécifiques que celles d’An. coluzzii. Le taux d’hybridation d’An. gambiae était trouvé
suffisamment ¢levé a méme de maintenir un flux de génes résiduel entre les deux especes. La
comparaison des taux d’hybridation a différents stades supporte 1’idée d’une possible source
de pression sélective contre les hybrides agissant a un stade tres précoce de leur vie dans ces

conditions €cologiques favorables a la perte de I’isolement reproductif précopulatoire.

Les résultats de 1’évaluation de 1’isolement reproductif post-zygotique écologie-dépendant
ont mis en évidence pour la premicre fois dans une étude expérimentale, 1’existence d’une
barri¢re post-zygotique sous forme d’effet maternel dans la réponse anti-prédation des larves

d’An. coluzzii et An. gambiae. En effet, la comparaison du succes du développement larvaire a
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montré que 1’hybride col/gam était similaire a An. coluzzii et ’hybride gam/col a An.
gambiae. Ces résultats sont d’une importance significative et contribuent a une meilleure
compréhension de la spéciation en cours entre les deux especes jumelles. La mesure de la
taille n’a montré aucune différence significative entre espéces parentales et hybrides
réciproques. Toutefois, I’étude souligne I’importance d’investiguer des facteurs intrinseques
directement impliqués dans le systeme de reproduction et fortement liés a 1’écologie de

chacune des deux espéces au sein des populations naturelles.

L’étude a enfin montré que I’activité d’essaimage des males d’An. coluzzii et An. gambiae
requiert une proportion significative des réserves €nergétiques, principalement les sucres
totaux et le glycogéne. Méme si nous n'avons pas pu trouver de différence significative des
réserves énergétiques entre males couplés et males non-couplés, les males couplés des deux
especes collectés dans deux sites différents, étaient en moyenne significativement plus grands
que les males non-couplés. Toutefois, la taille des males couplés se situait autour d’une valeur
centrale intermédiaire, suggérant que ’agilité dans le vol pourrait également jouer un role
important dans le succés de 1’accouplement. Enfin, la mesure de la taille n’a pas pu
déterminer si les males en couples étaient significativement plus symétriques que les males
non-couplés. Il en est de méme pour I’hypothése d’homogamie basée sur la taille entre males

et femelles d’'une méme espece.
Perspectives

Nos résultats ont montré que les essaims jouent un rdle clé dans 1’isolement précopulatoire
entre An. coluzzii et An. gambiae. Pour mieux comprendre ce processus il est crucial de
rechercher les génes ou complexes de genes du comportement d’essaimage, notamment ceux
impliqués dans la ségrégation spatiale des essaims, dans 1’1le de spéciation du chromosome X.
En outre identifier les phénotypes des individus porteurs de ces genes pourrait conduire a
d’autres voies de recherches par lesquelles il serait possible d’attirer puis tuer les males et les

femelles dans les essaims naturelles.

L’¢étude des parametres intrinseques des males ouvre également une piste de recherche sur
le phénotype des males reproducteurs et les meilleures sources naturelles d’énergie pour une
bonne capacité de vol dans les essaims. L’investigation de ces pistes aiderait a bien cerner la

clé du succes de reproduction des males dans la nature afin d’améliorer la compétitivité
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sexuelle et sa spécificité¢ dans la production de moustiques en ¢levage de masse dans les

programmes de lachers de males stériles ou transgéniques envisagés.
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Annexe 1 : Le Principe de 1a PCR et procédure d’extraction d’ADN
Le principe de la PCR

La PCR est une technique de biologie moléculaire découverte en 1983 par Karry Mullis et
qui permet d’amplifier, en une trés grande quantité, un fragment d’ADN. Elle correspond a la
succession de plusieurs cycles de réaction comportant chacun 3 étapes qui s’effectuent a des

températures différentes :

- La dénaturation, pendant laquelle ’ADN est dénaturé par une ¢élévation de la
température. A une température de 94°C, les liaisons hydrogénes établies entre les bases
complémentaires des brins s’estompent, les deux brins se séparent et ’ADN double brins se

dénature en ADN simple brin.

- L’hybridation : avec une baisse de la température jusqu’a 50°C, les amorces
reconnaissent et se fixent a leurs séquences complémentaires en formant des liaisons

hydrogenes ; on dit que les amorces s hybrident.

- L’élongation ou extension: 72°C est une température optimale pour I’activité de ’ADN
polymérase (Taq polymérase), enzyme thermostable. Cette derniére est extraite d’une bactérie
extrémophile appelée Thermus aquaticus vivant dans des sources thermales. Grice aux
dNTPs (Adénosine, Cytosine, Guanine et Thymine-triphosphates) libres dans la solution, la
Taq polymérase synthétise des brins complémentaires a ceux de I’ADN matrice dont les bases

s’apparient dans le sens 5’ vers 3’.

Procédure d’extraction d’ADN au DNAzol pour des échantillons de moustiques frais,

congelés ou conservés dans I’éthanol 70%

1. Placer I’échantillon dans un tube 1,5 ml stérile, ajouter 100ul de DNAzol et
homogeénéiser avec un broyeur électrique muni d’un piston

2. Centrifuger a 10000tours/mn pendant 10 mn

3. Transférer le surnageant dans un nouveau tube 1,5 ml

4. Ajouter 50 ul d’éthanol 100% dans chaque tube. Mélanger en inversant le tube 5 a 8
fois et garder a la température ambiante pendant 3 mn.

5. Centrifuger a 10000 tours/mn pendant 10 mn et jeter le surnageant.
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7.
8.
9.

. Laver le culot d’ADN avec 750 ul d’éthanol et mélanger en inversant les tubes 5 a 8

fois pour suspendre le culot.
Centrifuger a 10000 tours/mn pendant 10 mn et jeter le surnageant.
Incuber les tubes ouverts a 25°C pendant au moins 3h pour sécher I’ADN

Ajouter 200 pl de tampon TE

10. Chauffer les tubes a 80°C pendant 1h afin de s’assurer que le culot d’ADN est bien

dissout.

11. Vortexer et mesurer la concentration d’ADN a I’aide d’un NanoDrop.

12. Transférer la solution dans des tubes a conservation permanente et garder a -80°C.

Procédure d’xtractiond’ ADN du sperme récupéré dans la spermathéque des femelles

Un protocole pour I’isolement de I’ADN génomique du sperme extrait de la spermatheéque

de femelles d’An. gambiae s.l. en utilisant le « Kit chargeSwitch » d’ADN génomique des

micro tissus

l.
2.

- T S v AW

N

Chauffer le tampon de lyse a 55°C

Pour chaque échantillon, mélanger 500ul du tampon de Lyse (L15) et 5Sul de la
Proténase K

Préparer la lyse des tissus

Ajouter I’échantillon du sperme dans un tube Eppendorf stérile numérotéet ajouter
500pul du mélange

Incuber I’échantillon de sperme dans le mélange a 55°C pendant une nuit

Vortexer délicatement pendant 10-15 secondes pour mélanger

Ajouter 2,5ul de Rnase A dans chaque tube

Mélanger délicatement 5 fois a I’aide d’une pipette

Incuber a la température ambiante pendant 5 minutes

Liaison magnétique de ’ADN

Vortexer le tube contenant les perles magnétiques pour obtenir une suspension

Ajouter 100ul du Tampon de Purification (N5) a 1’échantillon et mélanger 2 fois a
I’aide d’une pipette

Ajouter 20ul de la suspension magnétique a 1’échantillon et mélanger 5 fois a I’aide

d’une pipette
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o

e

Incuber a la température ambiante pendant une minute pour permettre ’ADN a se
lieraux perles magnétiques

Placer I’échantillon dans le « MagnaRack » pendant une minute

Récupérer soigneusement le surnageant a I’aide d’une pipette et jeter

Lavage

Enlever le tube du « MagnaRack »

Ajouter 500ul de tampon de lavage (W11) et mélanger délicatement 2 fois a 1’aide
d’une pipette pour suspendre de nouveau les perles magnétiques

Placer le tube dans le « MagnaRack pendant une minute

A I’aide d’une pipette récupérer le surnageant et jeter

Elution de ’ADN

Enlever le tube du « MagnaRack » et ajouter 75ul de tampon d’élution (ES)

Me¢langer délicatement a 1’aide d’une pipette 10 fois pour re-suspendre les perles
magnétiques

Incuber a la température ambiante pendant 5 minutes

Placer le tube dans le « MagnaRack » pendant une minute

Récupérer la suspension contenant I’ADN purifié et mettre dans un autre tube
Eppendorf stérile numéroté

Conserver ’ADN a -20°C avant 1’utilisation.
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Annexe 2

:Protocole de dosage des

métabolites

d’An.

gambiae s.. par

spectrophotométrie, gamme des standards et Préparations des réactifs et solutions

Protocole de dosage des métabolites

* Enlever une patte et une aile

* Placer le reste du moustique dans un tube (1,5ml) Eppendorf

* Ajouter 100 pl de méthanol puis broyer

* Ajouter a nouveau 100 pl de méthanol puis vortexer.

* Séparer 1’échantillon en deux fractions: 70ul pour les protéines et 70 ul pour les

lipides, sucres et glycogene

PROTEINES LIPIDES, SUCRES, GLYCOGENE
Ajouter 730ul  H>O | Ajouter 680ul de chloroforme : méthanol
physiologique

Puis 200ul Bradford Puis 100ul de sulfate de sodium

Lire apreés 15mn a 595
nm

Centrifuger (maximum)

Séparer le surnageant en deux fractions de 350ul, une pour 1’analyse des
lipides et I’autre pour les sucres, et le culot pour ’analyse du glycogene

LIPIDES

SUCRES

GLYCOGENE

Evaporer le
surnageant a 95°C

Evaporer le
surnageant a 95°C
(éviter la dessiccation)

Renverser le tube sur
du papier absorbant
pour éliminer le reste
du solvant

Ajouter 37,5ul | Ajouter 1000ul | Ajouter 1000l

d’acide sulfurique Anthrone Anthrone

Chauffer pendant Smn | Chauffer pendant | Chauffer pendant
15mn 15mn

Refroidir puis ajouter
1000ul Vanilline

Refroidir puis lire a
625nm

Refroidir puis lire a
625nm

Lire apres 10-15mn a
525 nm
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Gamme des standards utilisée

Gamme de standards Protéines

Standard
Albumine
(25pug/ml H>O
physiologique

0 (Controle)

50ul
(1,25pg)

100pl
(2,5ug)

200ul
(Spg)

300pl
(7,5ng)

400ul
(10pg)

500p1
(12,5pg)

600p1
(15pg)

700u1
(17,5pg)

Méthanol

70ul

H>O physiologique

730ul

| 680ul

| 630ul

| 530ul

| 4300l

| 330ul

| 230ul

| 130ul

| 30ul

Réactif de
Bradford

200ul

Lire aprés 15mna 5

95 nm

Gamme de standards Lipides

Standard  Lipide

(1pg/ul
chloroforme

0 (Contrdle)

50ul
(1,25pg)

100p1
(2,5ng)

200pl
(Spg)

300ul
(7,5ng)

400p1
(10pg)

500ul
(12,5ug)

600l
(15pg)

700ul
(17,5ung)

Evaporer a 95°C

Acide sulfrique

| 37,5ul

Chauffer pendant 5Smn

Réactif de
Vanilline

1000p1

Lire apreés 10-15mn a 525nm

Gamme de standards Sucres et Glycogene

Standard de
Glucose (ng/ul
éthanol)

0 (Controle)

Tul

2ul

Sul

10l

15ul

20ul

25ul

30ul

Evaporer a 95°C en évitant la dessiccation pour les sucres

Anthrone

| 1000p1

Chauffer pendant 15mn puis refroidir

Lire a4 625nm
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Préparations des réactifs et solutions

Réactif d’Anthrone:

-Mettre 300ml d’eau dans un Erlenmeyer

-Verser soigneusement 760ml d’acide sulfurique concentrée

-Dissoudre 1500mg d’ Anthrone puis garder au réfrigérateur

Réactif de Vanilline:

-Dissoudre 600 mg de vanilline dans 100 ml d’eau chaude

-Ajouter 400 ml d’acide phosphorique 85% puis garder dans une bouteille ambrée.

Sulfate de sodium:

-Mettre 2 g de sulfate de sodium dans un bécher

-Compléter avec 100 ml d’eau puis garder la solution au réfrigérateur.

Solution standard de glucose (1mg/ml) pour la courbe d’étalonnage: Dissoudre 100mg de

glucose dans 100ml d’éthanol 25% puis garder au réfrigérateur.

Solution standard de lipides (100mg/100ml) pour la courbe d’étalonnage: Dissoudre 100
mg d’huile végétale commerciale dans 100 ml de chloroforme puis garder a la température de

laboratoire.

Chloroforme: Méthanol (1:2) : Mélanger un (1) volume de chloroforme pour deux (2)

volumes de méthanol, puis garder a la température de laboratoire.

Eau physiologique : Dissoudre 2,19 g de NaCl dans 250 ml d’eau puis garder au

réfrigérateur.
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Annexe 2

Protocole de dosage des

métabolites

d’An.

gambiae s.. par

spectrophotométrie, gamme des standards et Préparations des réactifs et solutions

Protocole de dosage des métabolites

* Enlever une patte et une aile

* Placer le reste du moustique dans un tube (1,5ml) Eppendorf

* Ajouter 100 pl de méthanol puis broyer

* Ajouter a nouveau 100 pl de méthanol puis vortexer.

* Séparer 1’échantillon en deux fractions: 70ul pour les protéines et 70 ul pour les

lipides, sucres et glycogene

PROTEINES LIPIDES, SUCRES, GLYCOGENE
Ajouter 730ul  H>O | Ajouter 680ul de chloroforme : méthanol
physiologique

Puis 200ul Bradford Puis 100ul de sulfate de sodium

Lire apreés 15mn a 595
nm

Centrifuger (maximum)

Séparer le surnageant en deux fractions de 350ul, une pour 1’analyse des
lipides et I’autre pour les sucres, et le culot pour ’analyse du glycogene

LIPIDES

SUCRES

GLYCOGENE

Evaporer le
surnageant a 95°C

Evaporer le
surnageant a 95°C
(éviter la dessiccation)

Renverser le tube sur
du papier absorbant
pour éliminer le reste
du solvant

Ajouter 37,5ul | Ajouter 1000ul | Ajouter 1000l

d’acide sulfurique Anthrone Anthrone

Chauffer pendant Smn | Chauffer pendant | Chauffer pendant
15mn 15mn

Refroidir puis ajouter
1000ul Vanilline

Refroidir puis lire a
625nm

Refroidir puis lire a
625nm

Lire apres 10-15mn a
525 nm
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Gamme des standards utilisée

Gamme de standards Protéines

Standard
Albumine
(25pug/ml H>O
physiologique

0 (Controle)

50ul
(1,25pg)

100pl
(2,5ug)

200ul
(Spg)

300pl
(7,5ng)

400ul
(10pg)

500p1
(12,5pg)

600p1
(15pg)

700u1
(17,5png)

Méthanol

70ul

H>O physiologique

730ul

| 680ul

| 630ul

| 530ul

| 4300l

| 330ul

| 230ul

| 130ul

| 30ul

Réactif de
Bradford

200ul

Lire aprés 15mna 5

95 nm

Gamme de standards Lipides

Standard  Lipide

(1pg/ul
chloroforme

0 (Contrdle)

50ul
(1,25pg)

100p1
(2,5ng)

200pl
(Spg)

300ul
(7,5ng)

400p1
(10pg)

500ul
(12,5ug)

600l
(15pg)

700ul
(17,5ung)

Evaporer a 95°C

Acide sulfrique

| 37,5ul

Chauffer pendant 5Smn

Réactif de
Vanilline

1000p1

Lire apreés 10-15mn a 525nm

Gamme de standards Sucres et Glycogene

Standard de
Glucose (ng/ul
éthanol)

0 (Controle)

Tul

2ul

Sul

10l

15ul

20ul

25ul

30ul

Evaporer a 95°C en évitant la dessiccation pour les sucres

Anthrone

| 1000p1

Chauffer pendant 15mn puis refroidir

Lire a4 625nm
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Préparations des réactifs et solutions

Réactif d’Anthrone:

-Mettre 300ml d’eau dans un Erlenmeyer

-Verser soigneusement 760ml d’acide sulfurique concentrée

-Dissoudre 1500mg d’ Anthrone puis garder au réfrigérateur

Réactif de Vanilline:

-Dissoudre 600 mg de vanilline dans 100 ml d’eau chaude

-Ajouter 400 ml d’acide phosphorique 85% puis garder dans une bouteille ambrée.

Sulfate de sodium:

-Mettre 2 g de sulfate de sodium dans un bécher

-Compléter avec 100 ml d’eau puis garder la solution au réfrigérateur.

Solution standard de glucose (1mg/ml) pour la courbe d’étalonnage: Dissoudre 100mg de

glucose dans 100ml d’éthanol 25% puis garder au réfrigérateur.

Solution standard de lipides (100mg/100ml) pour la courbe d’étalonnage: Dissoudre 100
mg d’huile végétale commerciale dans 100 ml de chloroforme puis garder a la température de

laboratoire.

Chloroforme: Méthanol (1:2) : Mélanger un (1) volume de chloroforme pour deux (2)

volumes de méthanol, puis garder a la température de laboratoire.

Eau physiologique : Dissoudre 2,19 g de NaCl dans 250 ml d’eau puis garder au

réfrigérateur.
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Article 2 :

Assessment of the ecologically-dependent
post-zygotic isolation between Anopheles
coluzzii and Anopheles gambiae

Niang Abdoulaye!#, Nignan Charles!, Maiga Hamidou!, Sawadogo
Simon P, Tovi Lehmann?, Konaté Lassana3, Faye Ousmane?, Dabiré
K Roch?, Tripet Frederic* and Diabaté Abdoulaye?

1 Institut de Recherche en Sciences de la Santé, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso

2| aboratory of Malaria and Vector Research, National Institute of Allergy and Infectious Diseases,
National Institutes of Health, USA

3 Laboratoire d’Ecologie Vectorielle et Parasitaire, Faculté des Sciences et Techniques, Université
Cheikh Anta Diop, Dakar, Sénégal

4Centre for Applied Entomology and Parasitology, School of Life Sciences, Keele University,
Staffordshire, United Kingdom

Abstract:

Populations in different environments or exploiting different resources experience contrasting natural
selection pressures on traits that bring about the evolution of reproductive isolation. The
environmental factors driving this selection are numerous and various, and identifying them is a
prerequisite toward a better understanding of natural selection process. Within the Anopheles gambiae
complex, the sibling species An. coluzzii and An. gambiae are undergoing sympatric speciation. These
two species are characterized by a rarity of hybrids in most of their range distribution. Assortative
mating mediated by spatial swarm segregation has been shown but no intrinsic post-zygotic barriers
have been found in laboratory conditions. To elucidate the cause of hybrid rarity transplant experiment
are therefore needed to establish the significance of post-zygotic barriers in nature. Ecologically-
dependent post-zygotic isolation arises when hybrid fitness is reduced because of an ecological
mismatch between hybrid phenotypes and their parent environments. Previous studies indicated that
predation is one of the major forces driving ecological divergence between An. gambiae and An.
coluzzii. Here we extended this study to their hybrids. Parental species and their reciprocal hybrids
were generated by forced mating technic as follow: Female An. coluzzii X Male An. coluzzii; Female
An. coluzzii X Male An. gambiae; Female An. gambiae X Male An. coluzzii and Female An. gambiae
X Male An. gambiae. First instar larvae of each group from the crossing (here after An. coluzzii,
Hybrid col/gam, Hybrid gam/col and An. gambiae, respectively) were transplanted in a field
experiment with predation effect. Developmental success, larval development time and wing size of
the newly emerging adults were measured as fitness components and then compared between parental
species and hybrids in absence and in presence of predators. Our findings confirm that An. coluzzii
was more efficient than An. gambiae in presence of predators versus in absence of predators. The
hybrid col/gam looked more like to An. coluzzii while the hydrid gam/col looked more like to An.
gambiae, suggesting undoubtedly a maternal effect.

Keywords: Ecologically-dependent, post-zygotic, reproductive isolation, An.coluzzii, An. gambiae
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Background:

Speciation involves the evolution of barriers to genes exchange between diverging
populations. Understanding speciation thus implies two major tasks: determining which
reproductive barriers are involved in the reduction in gene flow between populations, and
understanding which evolutionary forces produce them. Natural selection is known to be one
of the most important biological processes in the formation of new species. Natural selection
acts on individuals to let only the mostly fit offspring survive and reproduce to their full
potential. Disruptive selection is a specific type of natural selection that actively selects
against the intermediate phenotypes within populations when heterozygotes have a lower
mean fitness than either homozygote (Gavrilets, 2006, Wilson & Turelli, 1986) and lead to
sympatric speciation. Several ecological studies of speciation evidenced that divergent
selection can then maintain incomplete ecologically-dependent reproductive isolation (Rice &
Hostert, 1993; Schluter, 2001; Via, 2001; Rundle & Nosil, 2005). Divergent species thought
to have resulted from this process are reproductively isolated primarily by habitat choice,
mate choice or extrinsic selection against hybrids (Schluter, 2001; Via, 2001), although post-
zygotic genetic incompatibilities can be found in some cases (Ramsey et al., 2003). Indeed,
populations in different environments, or exploiting different resources, experience
contrasting natural selection pressures on traits that directly or indirectly brings about the
evolution of reproductive isolation (Schluter, 2000). Selection against hybrids as ecologically-
dependent post-zygotic reproductive isolation occurs when intermediate phenotypes are less
efficient at exploiting the dominant parental environment and an intermediate environment 1s
lacking (Coyne & Orr 2004). As a result, the hybrids which suffer reduced fitness would not
well adapt to either parental environment fall between niches and thus would wipe out by
selection. During the early phase of sympatric divergence, species may have been incomplete
reproductively isolated populations, suggesting that ecotypes are excellent models for

studying ecological speciation.

Within the Anopheles gambiae complex responsible for the vast majority of malaria
transmission in sub-Saharan Africa (White et al., 2011; Lanzaro & Lee, 2013), two sibling
species Anopheles coluzzii and gambiae, formerly known as M and S molecular forms,
respectively (Coetzee et al., 2013) are thought to be undergoing a process of speciation with
gene flow (White et al., 2011; Lee et al., 2013; Aboagye-Antwi et al., 2015). They are
characterized by an extreme rarity of their hybrids in most of their range (Tripet et al., 2001;

della Torre et al., 2005). Understanding the mechanisms of their pre-mating and post-zygotic
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reproductive isolation has important implications for vector control (Lanzaro & Tripet, 2003;
Diabaté & Tripet, 2015). Assortative mating mediated by spatial swarm segregation between
An. coluzzii and An. gambiae has been widely described us pre-mating isolation barriers
(Diabaté et al., 2009; 2011; Dabiré et al., 2013; Sawadogo et al., 2013; 2014; Niang et al.,
submitted). While no intrinsic post-zygotic barriers have been found in laboratory conditions
(Diabaté et al., 2007), studies have supported that An. coluzzii and An. gambiae larvae are
different in their ability to exploit larval habitats (Diabaté et al., 2005, 2008). An. coluzzii is
better adapted to more permanent larval habitats mainly resulting from human activities,
whereas An. gambiae grows up in temporary larval habitats mostly rainy-dependent
(Lehmann & Diabaté, 2008; Diabaté et al., 2008; Simard et al., 2009; Gimonneau et al.,
2012). These different cues are associated to different composition and abundance of
mosquito predators (Diabaté et al., 2008), which are believed to drive divergent selection
response of natural populations of the two sibling species, leading to their ecological
segregation (Diabaté et al., 2008; Gimonneau et al., 2010; 2012; Roux et al., 2013). Then,
studies have well established ecological niche partitioning of An. coluzzii and An. gambiae
(Simard et al., 2009; Costantini et al., 2009; Kamdem et al., 2012). Unfortunately, until now,
the information about how the parental environments of the two species affect directly the
survival or the fitness of the hybrids in the wild is lacking. Moreover, an unexpected high rate
of hybridization is observed along the Western coast of Africa (Caputo et al., 2008; Oliveira
et al., 2008, Nwakanma et al., 2013) suggesting either a different mating behavior or a loose
selection pressure on hybrids in this part of Africa. Recent studies have also demonstrated
asymmetric introgression (Marsden et al., 2011) by-product of hybridization promoted by
asymmetric over-dominance in seasonal populations of the two sbling species (Niang et al.,
2015). So far most of the genomic data cumulated today suggest that hybrids are selected
against in most of the range distribution of the two species (White et al., 2011; Lee et al.,
2013; Niang et al., 2015), but no empirical study has specifically looked at it. To elucidate the
cause of hybrid rarity transplant experiments are therefore needed to complement laboratory-
based data to establish the significance of ecologically-dependent post-zygotic barriers

between An. coluzzii and An. gambiae.

In the present study we tested a prediction of the ecological outcome concerning the survival
and the fitness of hybrids between An. coluzzii and An. gambiae as part of the extrinsic post-
zygotic isolating mechanisms. By means of transplant experiment, we examined the growth

potential of the parental species An. coluzzii and An. gambiae comparing to their reciprocal
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hybrids. The either hybrids are so-called here col/gam or gam/col according to they being of
the cross mating of An. coluzzii females by An. gambiae males or An. gambiae females by An.
coluzzii males, respectively. Because of anopheles body size is highly sensitive to
environmental conditions during larval development (Aboagye-Antwi & Tripet, 2010;
Manoukis et al., 2006), biotic processes affecting larvae are directly correlated to the final
adult size (Lyimo et al., 1992) and there is a direct relationship between body size and wing
size (Briegel, 1990) the measurement of the latter was also performed and compared between
the parental species and the hybrids as an index of body size which thought to be a primary
component of fitness. Our results are of significant importance and lead to better

understanding of the ongoing ecological speciation in this major malaria vector.
Material and methods
Mosquito collection and laboratory rearing

Indoor resting half gravid and gravid females belonging to Anopheles genus were collected
using mouth aspirators during the rainy season from July to September 2012 in VK5 (4° 25’
00°W,11° 24’ N) and Soumousso (4° 02’45 W; 11° 00” 46’ N), in western Burkina Faso.
Mosquitoes were transported to the insectary at the “Institut de Recherche en Sciences de la
Santé¢” (IRSS) in Bobo-Dioulasso, maintained under standard insectary conditions (28 = 1°C,
80 = 10% RH and 12-12 L:D). Thereafter, they were provided with 5% glucose solution for
two nights. On the third day after collection, each female was placed in individual cup for
egg-laying. The females that laid eggs were killed and placed individually in tubes for
identification using the morphological key described by Gillies & De Meillon (1968) and the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technics (Santolamazza et al., 2008). Newly hatched
larvae were first pooled accordingly to their mothers are identified as An. coluzzii or An.
gambiae before reared in similar conditions. Pupae were removed, sexed and placed in sex-

specific adult cages. Emergent adults were kept for three days with 5% glucose solution.
Forced mating procedure:

Females were blood fed on a rabbit and force mated on the fourth day. Females were briefly
anesthetized with ether and laid on white filter paper, ventral side up. Males were fixed on
insect pins by the thorax. The legs and heads of males were removed before they were
presented to the females. Males were stimulated by gentle stroking of the genitalia with the

female genitalia to induce copulation. Copulated females were kept for two days with 5%
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glucose solution and blood fed again on rabbit. Thereafter, they were placed in individual
cups for oviposition. To generate parental species and their reciprocal hybrids forced mating
was done as follow: Female An. coluzzii X Male An. coluzzii; Female An. coluzzii X Male An.
gambiae; Female An. gambiae X Male An. coluzzii and Female An. gambiae X Male An.
gambiae. The progeny from the cross mating are called hereafter An. coluzzii, Hybrid

col/gam, Hybrid gam/col and An. gambiae, respectively.
Transplant experiment

Parental species An. coluzzii and An. gambiae and, their reciprocal hybrids col/gam and
gam/col were transplanted in permanent larvae habitats of rice fields with or without
predation effect. First-instar larvae (L1) were randomly chosen on the day of hatch and used
for establishing experimental cohorts of 150 larvae each. On one side fifty larvae from each of
the three lineages An. coluzzii, Hybrid col/gam and An. gambiae were pooled and the other
side the same number of larvae from each of the three flowing lineages An. coluzzii, Hybrid
gam/col and An. gambiae were also pooled for the assessment of the density dependent
selection that could be varied according to the type of hybrids. Due that to variation in
predation effect can drive population differentiation in traits that confer survival advantages,
both cohorts of larvae were reared in the absence and presence of two individuals of back-
swimming (Notonecta sp.). This species is one of the most common predators of anophele
larvae widely spread throughout the rice field area for estimating the predation effect.
Emerging adults from each cage were collected daily counted and placed in tubes contained
70% alcohol for identifying them by PCR diagnostic and measuring wing size. Wing size of
newly emergent adults was measured in length and in width as described by Sandford et al.
(2011), including a randomly number of mosquitoes for which both wings are intact. DNA
extraction from a single leg was used for identifying females into species level by PCR
(Santolamazza et al., 2008). Because hybrid males have single copy of the hemizygous X
chromosome, they cannot be identified using classic molecular diagnostics based on
polymorphisms in the rDNA region on that chromosome. Consequently, only the females

were used for analysis.
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Result
Overall emerging rate:

A total of 5,400 first instar larvae were transplanted in 36 cages in rice field with or without
predators. The larvae were composed of An. gambiae, An. coluzzii and their reciprocal hybrids
and we evaluated their performances measured as adult emergence success, their
developmental time and wing size. Overall 1,987 specimens were collected (36.8%) and a
significant difference in the sex ratio was found, males 908 (45.7%) and females 1079

(54.3%) (P<0.0001, x“=23.01). Rather than being a difference in the developmental success of

males and females, this difference probably reflects the sex ratio of the larvae that were
introduced in the transplantation cages at the beginning of the experiment. Species
identification was successfully performed on 1070 female specimens as nine individuals

failed to amplify.
Comparative developmental success:

Overall the developmental success is 2,5 fold higher in predator present cages than in predator
free cages (Figure 1a) and the parental species developed 2 time better in predator absence
than in predator presence. Similarly the hybrids developmental success is 1.5 time higher in
predator free cages (Figure 1b). The comparative developmental success of the different
species and their reciprocal hybrids is shown in the contingency tables (Table 1). In the first
series of data An. gambiae performed better than An. coluzzii and the hybrid col/gam in
absence of predators, but both outcompeted the former one in presence of predator (Table 1a
*=12.8; P=0.0003, Table lc yx’>=12.2; P=0.0005). No significant difference in the
developmental success of An. coluzzii and that of the hybrid col/gam was found. They
performed equally well in absence or presence of predators (Table 1b %*=0.005; P=0.94)
suggesting that hybrid whose mothers are of An. coluzzii survived better the predator attacks.
In the second series of data, An. gambiae and the hybrid gam/col exhibited a higher
developmental success than An. coluzzii in absence of predators, but in presence of predators
they were both poor competitors (Table 1d ¥*=6.5; P=0.01, Table le ¥>=15; P=0.0001). No
significant difference was found between An. gambiae and the hybrid gam/col once again
suggesting a maternal effect (Table 1f y>=2.44; P=0.11). Consistent with the contingency table
analyses, a logistic regression analysis showed that predation has a significant impact on the

developmental success of the different species (t = -4.76, P<0.00005).
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Developmental time:

The developmental time of both females and males in predator present cages was significantly
shorter than that of predator free cages probably reflecting a loose competition for food and
space due to predation in the former cages (P<0.0001, t =10.83; P<0.0001, t=9.35 respectively
Figure 2). Due to the fact that predation did not affect equally the different species and their
reciprocal hybrids, predator present cages were dropped in the subsequent developmental time
analysis. Overall males developed faster than females (P=0.0001, t=3.88 Figure 2). The
specific comparison of the developmental time between parental species and the reciprocal
hybrids could be done only on females as male hybrids could not be accurately genotyped.
Overall the developmental time spread from 6 to 14 days across species with a mean
developmental time of 7 days (Figure 3). Multiple comparisons using the honest Tukey’s
significant difference is shown in Figure 3. Comparisons having intervals that do not overlap
the vertical dashed line are significantly different. The vertical dashed line indicates no
difference between the mean values for the species-level comparisons indicated on the y axis.
Thus, we can say that An. gambiae has a significantly shorter developmental time than both
An. coluzzii and the different hybrids. No difference was found between An. coluzzii and the
hybrids (Figure 3).

Wing size measurement:

Variations in wing size between An. coluzzii, An. gambiae parental species and their
reciprocal hybrids col/gam and gam/col were estimated using length and width measurement
of the right wing. Though no significant difference could be found between predator free
cages and predator present cages nor in the wing length (P=0.262, t=0.63, df=133) or in the
wing size (P=0.225, t=1.21, df=133 Figure 4), we dropped predator present cages in the
subsequent analysis to be consistent with the developmental success analysis. Analysis of
variance of the wing size did not show any significant difference nor in the wing length
(P=0.104, F=2.12) nor in the wing width (P=0.252, F=1.39) between the parental species and
their reciprocal hybrids (Figure 5).
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Figure 1: Number of emerging adults: (a) Comparison of emergence rates of adults in
presence and absence of predators. (b) Comparison of emergence rates in females of

parental species and reciprocal hybrids

Figure 2: Comparison of the developmental time of males and females in presence and
in absence of predators
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Table 1: Comparative contingency table in developmental success of An. coluzzii, An. gambiae and their reciprocal hybrids in
absence and in presence of predators

Tableau la Tableau 1b Tableau 1c

Tableau 1d Tableau 1le Tableau 1f
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Figure 3: Developmental time of the parental species and their reciprocal hybrids
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Figure 4: Wing size of the emerging adults in presence and in absence of predators

Figure 5: Wing size of the parental species and their reciprocal hybrids
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Discussion:

Under the hypothesis of ecological speciation, reproductive isolation arises as a consequence
of divergent natural selection between environments (Schluter, 1996; 2000). Here we have
focused on the ecologically-dependent post-zygotic isolation, one of the predictions of the
ecological speciation between An. coluzzii and An. gambiae, a young sympatric species pair
within the An. gambiae complex. In previous empirical studies Diabate et al. (2005; 2008)
have investigated specific adaptive differences between the sibling species. They evidenced
the role of larval predators in mediating divergent selection and explained the shape habitat
segregation exhibited by the two species with respect to theirs environments. Indeed they
found significant difference in the ability of the species to exploit the different larval sites
conditioned by the presence of predators. In absence of predation, the sibling species were
outcompeted each other in their natural habitats. However, the developmental success of An.
coluzzii was higher than that of An. gambiae in both habitats under predator pressure,
suggesting that predation shapes the pattern of habitat segregation exhibited by the species.
An. gambiae outcompeting An. coluzzii in temporary low predation larval sites, while An.
coluzzii being better in permanent larval sites with high predation. The implications of these
results extend beyond the environmental segregation between the two sibling species into the
processes involved in their divergence. This study emphasized the role of larval predation
(Diabaté et al., 2008) as one of the mechanisms contributing to their ecological divergence as
reported in several studies (Simard et al., 2009; Gimonneau et al., 2010; 2012a; 2012b; Roux
etal.,, 2013).

The prediction that ecological differences might result in reduced fitness in hybrids of An.
coluzzii and An. gambiae is currently supported by population genomic data (White et al.,
2010; Lee et al., 2013) rather than from direct field experimental evidence. Because of the
selection pressures against hybrid in the wild (Niang et al., 2015) may be responsible for the
divergence of the species themselves studies have stressed the need to evaluate the influence
of larval predation on hybrids in their parental environment. Here we extended the study of
An. coluzzii and An. gambiae larval transplantation (Diabaté et al., 2005; 2008) to their
reciprocal hybrids col/gam and gam/col in presence or in absence of predation. L1 larval
stages of the four groups generated by forced mating technic were then randomly transplanted
in rice field area. In order, we examine the potential developmental success between larval
sub-populations in absence and in presence of predators to detect the likelihood interactions of

parental species and theirs reciprocal hybrids for surviving and growing up. Our results
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showed a highly significant predation effect on the proportion of emerging adults and are
consistent with the previous studies which revealed that An. coluzzii was more efficient than
An. gambiae in presence of predators (Diabaté et al., 2008) probably due to its better
behavioral predation avoidance (Gimonneau et al., 2010). Interestingly, in terms of survival
and developmental success the hybrid col/gam looked more like to An. coluzzii while the
hydrid gam/col looked more like to An. gambiae, suggesting undoubtedly the potential for
maternal effects to provide a larval anti-predation response. Although no statistical difference
was found between groups in adult wing size, the development time varied significantly. As a
result, the two hybrids col/gam and gam/col seem to take advantage to their maternal parent

for survival in predation pressure.

Maternal effects occur when the phenotype of the mothers or the environment they experience
influences the phenotype of their offspring over the direct effect of transmitted genes.
Maternal effects have been studied widely by evolutionary ecologists who recognize them as
one of the most important influences on offspring phenotype (Bernardo, 1996a, Mousseau &
Fox 1998; Wade, 1998). A number of studies have shown that mothers can match the
phenotype of their offspring to changes in the local environment and that maternal effects can
be an effective means of buffering offspring from environmental stressors (Mousseau &
Dingle, 1991; Galloway 1995). The evolutionary role of maternal effects has been shown in a
range of traits in a variety of animal and plant taxa. Diverse traits are presumably influenced
by maternal effects, for example, seed size in plants (Byers et al., 1997), diapause induction in
insects (Mousseau & Dingle, 1991), body size in lemmings (Boonstra & Hochachka, 1997),
and ovariole number in Drosophila (Starmer et al., 1998). Regarding many other traits,
differences between reciprocal crosses are often attributed to maternal effects. Using literature
data on reciprocal crosses to examine the relative influence of maternal effects on phenotypic
differences between species populations, Reinhold, (2002) has shown a significant
contribution of maternal effects on behavioral and morphological traits in mammals. In line
with this issue, mammal offspring size and growth are often influenced by mother age, size,
and environmental conditions (Ellis et al., 2000). Pakkasma et al. (2003) have investigated the
relative importance of genetic and maternal effects as determinants of phenotypic variation in
viability related traits in the common frog Rana temporaria. A part from the significant
genetic effects was the role of maternal effects as determinants of variation in all estimated
traits. Maternal effects were also found as the most important source of variation accounting

for 70% of the variance in the probability of survival. Acting on body size and shape,
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maternal effects were more strongly mediated through egg size effects. In both cases, results
indicated an environmental dependency. In insects maternal effects can have a large influence
on offspring traits (Fox & Savalli, 1998; Gil et al., 1999; Hockham et al., 2001; Kerver &
Rotman, 1987; Royle et al., 2001). As Orr (1989a) has pointed out, maternal effects on post-
zygotic isolation are a common feature within the genus Drosophila in which significant
maternal effects have been found for ethanol tolerance (Kerver & Rotman, 1987). In
Drosophila pseudoobscura, the difference between the Fi generations of the reciprocal crosses
has demonstrated to be controlled by a maternal effect and not by a plasmatic inheritance
(Dobzensky, 1933). The genetic causes of hybrid inviability in D. melanogaster species
complex clearly include interactions between zygotic and mother genotypes and may be
interpreted as maternal effects due to that hybrids are viable if the mother is D. melanogaster
but die as embryos if she is the sibling species D. simulans (Watanabe et al., 1977; Hutter et
al., 1990). In comparison of three geographically distant populations of the mosquito Aedes
atropalpus, Beach (1978) found little maternal effect on temperature diapause. In a lizard,
maternal behavior may also even without provisioning of offspring cause maternal effects;
maternal basking was shown to have a large influence on offspring phenotype and growth
(Wapstra, 2000). Maternal effects have also been shown to occur in fish, where fry size but
not adult size of offspring is largely determined by maternal effects (Heath et al., 1999).
Development time, the period from the hatching of a larva to the adult stage, can be of
considerable importance to an insect. The duration of the juvenile stage has an important
bearing on population growth parameters because of its relation to age at first reproduction
(Dingle, 1990), and it can also influence body size and hence, indirectly, fecundity (Roff,
1986). Our results have shown significant variations of development time but not the wing
size. Maternal effects influencing development time are known in D. melanogaster (Millis &
Hartmann-Goldstein, 1985). Progeny of the flies reared in a short-day environment displayed
shorter development times than progeny of long-day flies (Giesel, 1988).

This topic deserves further investigation because of post-zygotic isolation can also result from
genetic incompatibilities between genomes that are expressed when they are brought together
in hybrids (Rice & Hostert 1993; Rundle & Whitlock 2001; Coyne & Orr 2004) or when they
reduce the fitness of hybrids. Nevertheless, the effects of reduced fitness of hybrids may be
greater in more harsh environments (Rundle & Whitlock 2001). Then, the process could
evolve with respect to the parental environments and, result in reinforcement of mate

recognition (Howard, 1993) one of the main forces that drive sympatric speciation in natural
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populations. Ecological differences may reduce mating rates between diverging taxa (Fry,
2003) or if assortative mating is based on ecologically functional traits like fitness (Burger et
al., 20006). If ecologically divergent individuals are unlikely to mate from the outset and
selection reduces the frequency of intermediate ecotypes, the remaining parental phenotypes
mate largely within themselves. Consequently, post-zygotic mechanism can directly affect
pre-mating patterns if traits used in mating are also directly relevant to ecological

performance or genetically correlated with ecological traits.
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lek-based mating A highly skewsd rae of male mating swocess i
abserved (Mackenzie e al, 1335) Fossible factars accounting lor
this mating bixs are male body size (Yuval et al, 1333; Voordoww
and Koella, 2007; Hulo er al, 2007, Maiga er al., 20132), age
[Chambers and Klowden, 2001 ; Huhoet al., 2006, 2007, 5awadagn
of al, 2013 ) genatics (Voardouw and Koslla, 2007 ], sperm lengrth
i A msd Kinel Ly, 2007 ) amd & et 9o ic rederves (Yuval o al,
S8ud; Hulw et al, 2007; Gilles et al., 201 1; Damiens of al., 2012}

Nutritional reserves socumulated during larval development
and fram sugar-feading a5 adults are critical dersrminants af
dult survival And mAting Sweoess (Foster, 1983) and [light is &
requirement for mosquite mating and this activity is fusled by
sugars and ghycogen (Yuval et al, 1984; Bargiclowskietal, 20121
Henss, & cmprehensive study of energy level varistion in
migsquitoes ar different physiological states and @llecied ar dif-
fapent times of day (early morming [ between 05 00 and 07 00 am |,
re aftemaon (between 05:00 and 05:00pm) and after Sunser
(arsund 05:30pm)) would epable an estimation of the energy
allocated toessential setivities such a5 swarming and mating. Duwr
recent study demonstrated varation in energy reserves berween
indoar resting males of the M jbrm of An gambine and those
caught in swarms (Maigaetal, 2012 Here we extend this study
o bath M and 5 forms of An. gambioe We mersured the energy
budgsts (total sugar and glysagen) in Swarming males af the M
and 5§ molecular forms of An. ganshise 5.5 from two different feld
locations, VK7 and Soumousso, Burkina Faso. We also looked at the
Snargaric reiened in mated males mmparad ta unmatad ones 8
pest wivether ar nal enargetic regerves al mated M form males was
Iigler than that of their counterparts it natural Swarms. Finally,
wing length was ssessed in both malecular forms o explore
whather this phenotypic trait was invalved in mating success ar
in swarming behavior of wild popul Ations.

[

2. Materials and methods
21, Hudy areas

The survey wai @nducted in two villages, Valkde du Kou 7
(4=25°W, 11724 N) and Soumaussa (115000 K, 45027W ], both §it-
wated near Bobo Dioulssso in Burking Faso, West Africa Wallea du
Kau 7 (WKT) is ame of the 7 districts of the foe growing area af
Bama, in the Morth-West af Burkina Fasa The rainy seasan extends
fram Jume to October and the dry season from November 1o My,
The Kau Riveris & permanent source of if figation water and thare
APE [Wa Fice Crops per ye ar, grow nfmm July to November and fram
January to May. An irrigation system cavering 1200ha was alsg
installed in the 19705 allowing Bama to support & populstion of
4470 inhabitants. The VK7 distrcr is locared ar the periphery af
the rice felds and is ame to dout 500 i nhabit ants, mainly Bm-
ors. Livestack mainly aymprises sheep, poats, pigs. and ows, and
a@rtan And mudize lelds surround the villags The ifrigatian sysmem
and rice flelds provide year- rownd mosquwitolarval sites. Additional
larval sites are created by rain water sccumulating in pands and
depressions in the grownd (Baldet o al_ 2003 ; D abaré o€ al, 2005
The rwa malecular farmsal An. gambioe accur in Symparry, though
the M farm is dominant | Disbaré et al., 20031

Sumousso is a ypical village in the savannah area, situated
~55 km Martheastol Bobo-Disulassa, wivers both M and 5 farms af
At garebloe cosist An, fumesrus Giles and An. #lll Theabald also are
found there and contribuie to malaris cransmission (Dakird ecal,
2009 There are nwa dSTinet seasans, with the heaviest rainfall
fram May 1o October (annusl Sserkge 1000=-1200mm ] The high-
est density of An. gambiae occurs in September, butr the relative
frequencies of the two maolecular farms change aver time, with
tie M farm being predominant from December 1o June and the 5
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farm daminaring fram July o November. The twa malecul ar forms
charges over time are due o the svolution of larval habitats over
time. The 5 molecular form is better adapted to temporary larval
habitats that are widespread during the rainy Saason acrss the
stuwdy site [July toMovember], while the 8 is mastly foend in semi-
permanent and permanent Wrval sites. The latest larval habitars
are mostly found during the dry season [(December 0o Junse] An.
arabienzis Paton is also occasionally reparted to be present at low
freque neies [ Dabird etal, 30081 “Mixed-swarms” @nasisting of bath
M and 5 malecular frms were abserved in 2004 [Diabatd et al.,
006

22, Mosgulroes

Male masquitoes were collected fram swarms in July. August,
Saprember and November 201 1. Sweep nets were uiad 1o sam-
ple males from Swarms A0 regular intervals around sunsat: afy
swarms [3min afver the initiation af the swarm), in the middle
of the swarm [ 10min afver the first callectian) and late swarms
[1min after the second collection). In each mllection benwesn
1 and 100 males wene collected, always lesving same malkes
remaining in the swarm S0 (hat the swarm @ntinved and could
be resampled. Early morning and late afternaon adult allecrions
were conducted in resting places indoars using & mauth a3pirs-
tar, and pewly emerged males were callected fram breeding sites
using emergence traps. All samples were anesthetized, rransparted
ina liguid mitrogen box. and stared At =B0>C Total enargy reseres
were Misssad in individudl specimens. Each individual male was
briglly crushed in merikanal and wed for analysis of sugar and
ghyeogen content. A 1:2 mixture of duboroform and mathanal was
added 1o ane hall of the samples: these weare then centrifuged ar
14000 rpm for 15min and hall of the supernacant used for sugar
analysis. The presipitate was kept for glycogen analysis. A colori-
MELFieTesTwas wed i quantilyt hediffa et metabalites fallawing
a madified specrmphomametric protacal af Rivera and Farguson
2003 L

Standard curves for canverting absarbency readings into quan-
tities ol toral Sugars and glyoogs nwe re produced by masiuring te
absarbency of samples of known concentration. Sugar and ghyoa-
gen condentrations were determined fram a standand curve based
on gluense (Sigma-Aldrich] Lipid and protein cntent weame not
rigesged, a3 they are pol uied by male mosquitaes o fual [light
(Yuwval et al., 1994; Majgaetal., 2012)

33 Wing lengrh

Wings fram fleld callecied mosquitoss were dissected, mounted
dry an micrascope slides, and photagraphed wing a Leica EZ4 D
[Leica Microsystems. Suisse | microgoa pe The lengthw a8 then maa-
sured using the soltware Image 11410 (Wayne Rasband Naticnal
Institute of Health, USA)L Wing lengths (left and right) were maa-
sured a3 deser bed previows |y Huestis e ral 201 1) from e nnul s
motch o the end of the radius vein ecluding fringe scalas.

Zd4. Erarfsrical analysiz

The energy content in Joules of mewbalites (Jimm?) was
abtained by multiplfing the correspanding metabalite amownt
obtained fram calibration curves by 16.74] per mg for sugars and
ghyeagen (Clements, 1592 L Thase e nergy values wene then divided
by thecubse af the size ol thawing WLY in mm? 1o take intasscount
the size af the spacimen and 50 standardize the makiumements
[Erisgel, 13230 Analysis ofthe diflenenr merabalites indicarsd o
theydid notiallow a normal distribution, hence the nan- parameatric
Wann="Whitney 1250 wad uied o ssess differences in energetic
regerves barwean samples. Dilferances in wing ize_ a3 3 proxy af
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body size, benwesn males caught it copula and free lying males in
SWAMNS Were lastad using the Student [ resr The Passan oarre-
lation amalysis was slso wsed 1o test for Msaciation betwesn 5ize
of females and size of males in copula All SLANSTICA] AnAlySes ware
performed using GraphPad Prism version 5.0and B2.15.2 sofrware

3. Resulls

1. Energy budgers of swaring Mand 5 An. gambioe malecular
Jbraes

Total sugar @atent of aafy swarming makes was higher tuan
that of e swarming males in each of the twa molecular farms
(Fig. 1, Mann Whitney test M farm: Ui=758, Pe L0004 (A) and
5 frm: Uw 105, Pe00497 (B)L Similarly, glycogen comtent was
higlher in the aady swarming males tan inthe e swarming ones
(Fig 1, Mann Whitney test M form: =837, Pe00220 (C) and 3
farm: Lim 33, Pe0.0234 (D)L These results suggested that swarm-
ing inwolves about 50-50% of the male's sugar (M larm collaciesd
in VE?: 48.5% 5 form collected in Siumoussa: 35.2%) and glycogen
(M farm 531K S farm: 59%) nten In All, wiben the afbalydrace
reseryes [ Lotal sugar and glycogen)were mmbined, the energy @it
of warming in M and 5 malecular forms was 52 4% and 55.1% of
initinl pagarves, pespactivaly.

A signiftcant difference in toral sugar cnrents was absarved
berwean males swaAMing in Dumowssa (3 malecular farm) and
thase collected in VET (M molecular form) (Marn Wikitney pest
Liw 2718, P« WD ) Bt mof in gycogen ontents (Mann Whitney
250 Uim 4782, P=05542) However further comparisons of ener-
gatic meserves berween farms from indaar mesting @llections At
the same site (Soumoussa) did mot show any dilference suggest-
ing that ecalagical differances between sites account for mast af
the epergy variations [Marn Wiitney test, Sugar ayntent: Uim231,
Pu07137, Glycogen content: Uiw218, PelibE3] In ONIrast o
Swarming males, glyoogen content (Bul not (LAl Sught content]
of pewlyemerged 5 malecular form males (from Soumausso ) was
signifleantly higher than thar af the M malecular farm fram VK7
[ Mlann Whitney test w58, P01 15)

12 Energerls reserves of M e meared and wimared males in
SWAIFHE

Glysagen [Mann Wiitney et Fe8147, Pe08541] and Bl
Sugar (Mann Wiitney est L= 7885, P=3432) rejerves weare sim-
ilar Berween mated (N =110) and unmated (Nw 150) M malecular
form males callacted during edch of the three maonths [ July, August
and Mavembear) in VKT,

I3 Wing lengrh

Orverall, mated males of both M and § malecular frms wene
signiflcantly bigger(as measured by wing length] tan fres-lying
unmated males (Fig 2 M form: r=2,09, di=348, P= 0035 (AL §
form: r=2.97, di=55, P= L0043 (B]. Regardless of the callectian
location, no difference in wing size was abserved in Swarming
makes collected early of e during & particular swarm (Fig.2, VKT
ANDWVA Pul] 15, Fe 16 (AL Soumaussa: Pek]286, Fe2.08 (B)L
Wie found rhat the distribution of wing sizes of mared males is
mastly lrcused around An optimal intermeadiate size af males that
suecessfully @pulare with females in both maoleculsr frms. We
further tested lar Bsaciation behwesn sizes of females and males
it eapicka By plorring mared Emale wing lengrh againstraral males
caught i eapula [Fig. 3] Aweak correl atian was abierve d bahw ean
male and lemale sizewithin pair. suggesting thatsize did nat drive
S0 LALIVe MATing.
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4. Discussion

Asthe numberof prajects involving release al genetically engi-
naarad ar §lerile mals rosquiloss increxies  barter knowladgs al
the dilferent parameters related o mating is urgently required ta
Il 1o de termine the (aerors that ocount fof male maring Swooess
in A gamhiae 48

4d1. Energy budgers of swarmdng An. ganshiae M and § malssular

farmg

Our results demanstrate that swarming is highly costly in A
gamhine 25 the wial sugar @ntent of late swarming males was
hall that of the males caught early in Swarms in asch maleculsr
farm of An. gambioe. This fnding suggests that Sugar is the main
fuel used inllight, a8 previously desoribed by severa ] autlors [ My ar
andVan Hardel, 1371; Briegel et al, 2001, Yuval et al, 1954, Huho
ef al, 2007 Also insupport af this conclusion, in & recent study
we found that a male mosquito used wp 9% of its sugar reserves
witile resting ndoors fram maming toevening and anly 15.9% fbr
swarming activities [ Majga et al, 2012) thaugh in thisstudy mare
than 30 of the total arkohydrate reseryes seamead 1o be burmned
during swarming These diserepancies could be relatad bovaristion
infield allected samples and (luctuations in nuiritional resownce
availability, And fevea] Chat them afe gapsin our knowledge sbout
these physiological processes in the feld It may alsa reflect the
complatity of swarming and mating o351 asessment dus 1o the
dilferent activities and costs invalved. Oliva et al.(20132) reparied
that the energy budger for male mating behavior A2 albapiorus
was hard [0 estimate a5 it comprises the costs due to copulation
itsell_cowrtship.semen trangle r and male-male cmpeti tan, while
Papadopaulas et al. (2010] showed that courtship is mare costly
than mating (Bargiclowski er al, 2011) and reduces langevity in
male medilies. However, the current ndings canflrm the require-
ment of sugar for males and the need o replenish their reserves
far daily survival and far repraductive activities, onsistent with
the abseryation of ¥ uval et al.[1 984 ) thatsugar-feeding in An. free-
barmi takes place alter swarming scrivities and before malesenter
resting sites. Accordingly they found a signiflcant variation in sugar
and glycagen mnients between male An. freebami collected in the
eafly marming and those sollected in swarms AL sunset The car-
bohydrates acquired serve (o sustain the daily activities but are
masrly investad in siwarming (Yuval 19332 Yovaler al, 1534 ) The
autharsestimated that 30%althe mral enargy reserves available ta
A, freehamd males were used 1o fusl Swarming Acrivities.

While aach malecular form burned arawnd hall afics initial car-
bohydrate reserves in swarming. the 5 B (from Sumoussa)
invested around 5% mare than the M fbem (from VETL when
the toral sugar and glycagen contents weme @mbined. This dis-
similarity seems 1o be related o environmental effesrs and their
consequences an bady size and energetic reserves af males cal-
lected fram owa different locations. While body size is partially
inherited, the quality of larval habitat sccounts for most of the
variation in this phendotypic trail (Lehmann o al, 2008, Nglabi
et al., 2008) Foster (1335) has alio pointed out the importance
af male sugar feaeding wihich varies substantially berwesan spacies,
papulations and habitars. Further @mparisons between the enar-
gaticresanyes af the twa malacular farms callected wihile resting in
hauses in Soumousso (& Sympatric ared) did nat show any differ-
e barwean farma. The arbalydrate (ol sugar and glyaagen)
reserves af pewly emerged 3 malecular farm males from Sau-
maussa were significantly higher than hase af the M maleculsr
farm from VKT, These discrepancies confirm thar differenti ation in
energelic reserves berwean malecular farms fram different lacs-
ticiis is driven by acalogical variatian
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malaria vectors in subsaharian Africa are thought to be undergoing a process of speciation with gene flow. At
present, little is known about the genomic and ecological factors that determine hybridization and introgression
between these cryptic taxa. In the body work of this thesis undertaken in western Burkina Faso, we investigated
the premating and post-zygotic mechanisms of reproductive isolation between An. coluzzii and An. gambiae and,
the fundamental factors determining the reproductive success of males in natural conditions. The population
genomic results show that among the three islands of speciation, the X chromosome island was perfectly
associated with the spatial swarm segregation observed between An. coluzzii and An. gambiae. The association
between swarm type and the 3L chromosome island was significantly weaker than that with the X island. The
association with the 2L island was broken down probably due to the recent adaptive introgression of pesticide
resistance loci located within this genomic region. In ecological conditions characterized by extreme dominance
of one species, An. gambiae females were found more permissible to the interspecific mating than those of An.
coluzzii. The lower overall hybridization rates observed at the larval and adult indoor stages compared to cross-
mating rates support the idea that post-mating selection processes acting against hybrids may occur mostly prior
to and/or at the early larval stages. The current assessment of the post-zygotic reproductive isolation has
evidenced, for the first time in experimental study, the existence of post-zygotic isolation as maternal effects in
the anti-predation response of the An. coluzzii, An. gambiae parental species and theirs reciprocal hybrids. In
terms of developmental success, the hybrid col/gam was similar to An. coluzzii while the hybrid gam/col was
similar to An. gambiae. The current study showed that the energetic cost of swarming was higher values in
male’s sugar and glycogen reserves. However, no difference in carbohydrate content was observed between
mated and unmated males. Males in copula were found to be bigger than uncoupled ones, while intermediate
size of males is advantageous in mating system. Regardless of the collection location, no difference in wing size
was observed in swarming males collected early or late during a particular swarm. These findings are important
for our understanding of the genomic structures and ecological processes associated with the reproductive
isolation between these important malaria vectors species. Our results generate practical information for further
implementations of malaria vector elimination programs using genetic control tools as alternative to insecticides
and integrated approaches.

Keywords: Malaria, vector control, An. coluzzii, An. gambiae, reproductive isolation, reproductive success,
Burkina Faso
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Résumé : La lutte antivectorielle basée sur le lacher des méles stériles ou transgéniques est envisagée en Afrique
mais elle demande une bonne connaissance des systémes de reproduction des vecteurs du paludisme. Au sein du
complexe An. gambiae, An. coluzzii et An. gambiae, vecteurs majeurs du paludisme en Afrique sub-saharienne,
sont en cours de spéciation avec flux de génes. A la date d’aujourd’hui les facteurs génomiques et écologiques
qui déterminent ’hybridation et I’introgession entre ces deux taxa sont peu connus. Les travaux de cette thése
réalisés a 1’Ouest du Burkina Faso consistaient a étudier les mécanismes d’isolement reproductif pré-copulatoire
et post-zygotique entre An. coluzzii et An. gambiae et a identifier les paramétres fondamentaux qui déterminent
le succes reproducteur des males dans les conditions naturelles. Les résultats de génomique des populations ont
montré une forte association de la ségrégation spatiale des essaims a 1’ile de spéciation du chromosome X d’An.
coluzzii et An. gambiae. Cette association était plus importante que celle observée avec les iles de spéciation des
chromosomes 2L et 3L. L’association avec 1’1le de spéciation 2L a été interrompue probablement du fait d’une
récente introgression des loci de la résistance aux pesticides dans cette région du génome. Dans les conditions
écologiques caractérisées par une extréme dominance de 1’une des deux espéces, les femelles An. gambiae ont
été trouvées plus permissibles aux accouplements mixtes que celles d’An. coluzzii. La comparaison des taux
d’hybridation a différents stades supporte I’idée d’une possible source de pression sélective contre les hybrides
dans ces conditions écologiques. Nos résultats d’évaluation de I’isolement reproductif post-zygotique ont mis en
évidence pour la premiére fois dans une étude expérimentale, I’existence d’une barriére post-zygotique sous
forme d’effets maternels dans la réponse anti-prédation des larves d’An. coluzzii, An. gambiae et leurs hybrides
réciproques. En termes de succés au développement, I’hybride An. col/gam était similaire a An. coluzzii. De
méme ’hybride An. gam/col était similaire a An. gambiae. L’activité d’essaimage des males An. coluzzii et An.
gambiae requiert une proportion significative des réserves énergétiques principalement les sucres totaux et le
glycogene. Cependant, la quantité des réserves énergétiques utilisée n’a pas varié entre les males accouplés et
non accouplés. La taille des males accouplés chez les deux espéces était en moyenne significativement plus
élevée que celle des méles non accouplés. La taille des males accouplés se situait autour d’une valeur centrale
intermédiaire, suggérant que 1’agilit¢ dans le vol pourrait également jouer un réle important dans le succes
reproducteur. Notre étude a permis d’élucider les facteurs génomiques et écologiques ayant un réle clé dans
I’isolement reproductif entre An. coluzzii et An. gambiae. Les résultats obtenus contribuent a une meilleure
compréhension de la spéciation entre les deux espéces et sont ainsi d’une importance significative pour les futurs
programmes de lachers de males stériles ou transgéniques pour combattre le paludisme.

Mots clés : Paludisme, lutte antivectorielle, An. coluzzii, An. gambiae, isolement reproductif, succés
reproducteur, Burkina Faso.



