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AVANT PROPOS

Ce document est un rapport rédigé & l'issue d'un stage
d'une semaine effectué par l'auteur auprés du Professeur M.
COLUZZI (Institut de Parasitologie, Faculté des Sciences, Rome).
Durant ce séjour nous avons pu nous initier aux méthodes pfatiques
: d'études des chromosomes pnhlyténes et leur application dans la

différenciation des représentants du complexe Anopheles gambiae.

y b4 * ¥

Le Professeur COLUZZI nous a montré les techniques qu'il
a mis au point et utilisé pour ses travaux de "cartographies" des
chromosomes. Bn mettant a notre disposition sa série de micropho-
tographies et ses lames de référence, il nous a permis de nous
habituer & reconnaitre rapidement chaque bras des autosomes =zt a
différencier les "t&tes" des hétérosomes X A et X B.

Qu'il nous soit permis ici de rewercier vivement 1z Pro-
fesseur COLUZZI pour son accueil sympathique qui . n'a dfégal que
son enselignement remarquable et ses connaissances approfondies.

Nous tenons aussi & remercier Monsieur J. HAMON Président
du Comité Technique d'Entomologie médicale, Parasitologie et du
Microbiologie qui a encouragé et permis une telle mission.

J'espdre que ce document pourra rendre service a mes

> colldgues entomologistes médicaux de 1’ORSTOM gui se heurtent

v}g‘ souvent & ce délicat probléme du complexe Anopheles gambiae et qulil

- n'eurent point le bonheur de "voir" les préparations et suivre les

cours du Professeur COLUZZI.
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A- ASPECT GENERAL DY PROBLEME

La détermination spécifique des Culicides présente sou-
vent de grandes difficultés et elle devient particuliérement déli-
cate lorsqu'on s'adresse aux représentants du complexe Anopheles
gambiae Giles.

La diagnose est établie en fonction de différents. cri-

« . teres dlordre morphologique, mixiologique, cytotaxonomique, bio-
" métrique et écologique.
Selon le biotope larvaire on distingue :
~ les "especes" d'eau douce : A, B, C.
~ les "espéces" d'eau salée : A.melas Theobald

A.merus Donitz.

Nous centrerons cette étude sur les 3 "espéces crypti-
ques" A, B et C.

L'espéce C, "zoophile et exophile" semble n'avoir aucune
importance épidémiologique (DAVIDSON, 1967).

Les imagos des espeéces A et B peuvent occuper des bio-
topes sensiblement différents.

A peuple principalement les zones forestigres humides
tandis que dans les zones sub-désertiques B est proportionnelle=-

ment plus abondant que A. Pour COZ (com. pers.) "le facteur im-

" portant intervenant dans la distribution géographique parait &tre
le déficit de saturation : une humidité relative élevée défavori-
u serait la forme B".

Largement répandues dans la région éthiopienne, ces
deux espéces revétent une importance capitale dans la transmission
du paludisme bien gque leur "pouvoir vecteur" semble inégal. B

présente en effet un développement discontinu lui permettant de

“’#—
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vivre dans des zones & longuc saison séche ou froide, tandis que,

dans les zones ou le développement de Anopheles gambiae est quasi

continu on ne trouve que "du A.".

L'espéce B peut survivre quelques mois dans des condi-
tions défavorables gréce & un phénoméne de quiescence avec dissu-
ciation gonotroppique (COLUZZI, com. pers.).

Les mécanismes provoquant la "levée dé quiescence" sont
encore inconnus , d'aprés CULUZZI (com. pers.) il y aurait deux
types de facteurs :

~ photopéricde
- "excursion" de la température et de 1'humidité relative.

Cette différence de développement- . entre A et B a, &vi-
demment, une grande importance épidémiologique ; les imagws Vi
vants en saison séche unt une longévité accrue de ce fait la
"transmission de P. ovale et P. malariae pourrait 8tre lide & des
moustiques en quiescence" COLUZZI (com. pers.).

Cependant, "nos connaissances sur les divergences écoty-
Piques entre les especes A et B demeurent en grande partie limitéss
par le fait des difficultés rencontrées pour l'identification de
ces deux especes" COLUZZI et SABATINI (1967). Pour séparer css
deux "cryptic spécies’, les auteurs s'intéressdrent d'abord aux
caractéres morphologiques dont 1'indice palpal (COLUZZI, 1964).
CHAUVET (1969) réalise une tres intéressante 4tude biométrique -
portant sur la chetotaxie des larves mals elle ne permet pas
lt'identification d'un exemplaire unique.

Les résultats des rechercdhes hasdes sur leg carachtires
taxonomiques conventionnels se révelent en grande vpartie négatifs

(DAVIDSON et al., 1967).

——-__'-____-'J
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DAVIDSON et JACKSON (1962) séparent A et B en les croi-
sant expérimentalement ; ils obtiennent des miles hybrides (F 1)
stériles démontrant ainsi une #stérilité génique intraspécifique
typique'.

Dans la nature les phénomdnes d'isolement reproductifs
maintiennent ces populations isolées (COLUZZI, com. pers.)a

COZ et HAMON (1964) trouvent quelques miles stériles dans
la nature mais sont ce bien des hybrides ?
. Pour PATTERSON (1963) les espdces sont bien isolées par

différents comportements sexuels (vol nuptial).

L'emploi de méthodes biométriques est plus simple que
celle des croisements mais plus long et difficile que 1l'empoi de
méthodes cytogénétiques.

Les études cytogénétiques des espéces A et B et de leurs
hybrides ont un intérét scientifique ef pratique évident. Elles
portent d'abord sur les chromosomes géants des glandes salivaires
des larves sastade IV.

FRIZZI et HOLSTEIN (1956) établissent la "carte® concer-
nant les chromosomes de l'espéce A. MASON (1964) compare les es~
péces A et B wmais ses préparations manquent de netteté.

COLUZZI (1966) ccmpare l'hétérochromosome X des espdces A

. et B et dresse la "carte" de la "succession des bandes" particu-
lidres & chaque esplce.
L'étude cytogénétique et cytomorphologique des représen-

tants du complexe A. gambiae a démontré la possibilité d'identi-

fier chague egpéce par l'examen des chromosomes polytémes des
glandes salivaires des larves. L'hétérosome X présente un "banding-

pattern" caractéristique pour chaque espéce. Mais cette méthode ne
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s'adresse qu'aux larves de IVéme stade ; le probléme de la déter-~
mination des imagos demeure irrésolu. COLUZZI (1968) étend cette
méthode cytomorphologique & 1'étude des chromosomes polyténes des

cellules nourricigres des uvvailres.

B- MATERIEL ET METHODE

1%~ Chromosomes des glandes salivaires

a) Elevage des larves.
v La structure somatique du chrcmosome est trés influencée
par les conditions de développement cellulaire (croissance, quanm
tité de matériel disponible pour la cellule...).

Ceci explique l'importance de bonnes conditions d'éle-
vage des larves dans la qualité des préparations obtenues, donc
dans les possibilités d!'étude des chromosoumes.

Placer environ 200 & 300 larves pour 3 litres d'eau dans

- chague bac, les larves sont maintenues & une température de 22-240%;

elles sont nourries de Farex.

D) Technique de sortie et préparation des glandes
salivaires.
-~ Dissection - Fig. l-
Plager la larve dans une petite goutte d'eau physiolo-
gique face dorsale vers ie haut.
Séparer le thorax de 1l'abdomen
3 Inciser le thorax le long de la ligne médio-dorsale
jusqu'au niveau de la t&te

Ecarter les deux moitiés du thorax

Repérer les glandes salivaires. Celles-ci sont situées

3 la limite téte-thorax, de part et d'autre de l'axe du corps.
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Sectionner au niveau de chaque canal salivaire.
Une autre technique plus simple consiste & détacher dé-
licatement la téte et par simple pression sur le thorax faire sor-

tir les glandes salivaires.

- Coloration - fig. 2
On aura au préalable, justaposé & la lame ol s'effectue
; la dissection, une lame trés propre.
. Sur cette dernidre placer une lamelle siliconée.

Sur celle-ci déposer cOte & c8te une goutte de fixateur
et une goutte de colorant, séparées par un intervalle suffisant
pour éviber toute diffusion.

Laisser les glandes salivaires 30" a 1! dans le fixateur,
puis 2 & 3! dans le colorant.

Réunir les 2 goubttes (faire en sorte. que les glandes
salivaires soient situdes au centre de la lamelle).

Retourner la lamelle sur la lame.

I1 est préférable d'opérer sur une surface froide pour
éviter une évaporation trop rapide du colorant.
~ Préparation du fixateur.

Carnoy dilué (2 partis)

- Acide acétique (1 part)
- Carnoy dilué
i 1 partie de Carnoy
19 parties dleau distillée.

S



— Préparation du colorant

Orceine & 2 % )

Acide acétique

m/

parts égales

Acide lactique;

Pour préparer le colorart : dissoudre la pcudre nsburelle

d'orcéine d'abord dans l'acide acétique puis dans l'acide lactique.

Observations :
. Lorsque la lamelle est retournée sur la lame, effectuer
un premier examen des chromosomes.

Selon leur état de déroulement, procéder & un écrasement
plus ou moins accentué. Pour se faire, entourer la lame avec un
papier filtre, puis écraser avec la paume de la main.

Eviter de faire glisser la lamelle sur la lame.

Examinsrr alors les chromosomes.

Conservation :

51 les chromosomes sont "lisibles™ et bien déroulés la
préparation peut &tre conservée au refrigérateur (5 & 6 mois mexi-
mum). Pour faciliter la lecture, il est préférable de laisser
"mOrir" la préparation 5 & 6 jours & 4° C.

31 les chromosomes sont en parfait état on peut rendre
permanente la préparation (voir plus loin).

2°) Chromosomes des cellules nourricidres des ovaires

a) Blevage des imagos

Les femelles sont maintenues dans les conditions normales

d'éievage : 27° C, 70 % H.R.

On isole les femelles "semi-gravides" c'est-a-dire celles

nourries environ 24 heures auparavant.

———___—_J
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Ces femelles ont digéré approximativement la moitié de
leur repap sanguin.

Les ovaires sont alors au stade III fin - IV débub, 4o
Christophers ; période d'activité maximale des cellules nourri-

cidres que l'on eraminera (Fig. 3).

b) Techaique de sortie et préparation des ovaires
- - Dissection

v ' Flacer la femelle sur une lame, Tace dorsale v

M
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Liextrémivé de son abdomen plongé dans une goutte d'eau
physiologique.

Maintenir la femelle dans cette position a l'aide d'une
aiguille montée tenue de la main gauche.

Avec une aiguille lancéolée sectionner un niveau des
deux derniers segments abdominaux et tirer délicatement d'un mou~

vement régulier.
Les deux ovaires -apparaissent alors.
Couper au niveau de l'oviducte impair.
- Coloration :
Les techniques de coloration et de conservation szont

exactement les mémes que celles concernant les glandes salivaires.

~ Observation :
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un examen préliminaire des chromosomes des cellules novrricisres
Selon leur état de déroulement écraser comme précéden-

ment -




plus courte que les deux autres (Fig. 5)»
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%) Technique de préparation permanente des chromosomes - Fig. 4

Laisser quelques instants la préparation sur un bloc de
carboglace.

Lorsque la lamelle est "blanche" glisser une lame de
rasoir entre la lame et la lamelle.

Cter la lamelle d'un coup sec.

Ta lamelle étant siliconée aucune partie de la prépara-—
tion n'y adhére.

La. lame est alors passée dans deux bains d'alcool ab--
solu.

Laisser 3 - 4! dans le premier bain
2 - 3' dans le second.

L'alcool deshydrate et éclaircit la préparation.

On retire la lame du second bain d'alcool, on lalsse

celui-ci s'évaporer.

Lorsque la lame est presque seche, déposer une goutte

d'un milieu de montage (Buparal ou Zeiss L 15).

Recouvrir d'une lamelle non siliconée.

La préparation peut alors &tre quasi définitivement con-
servée.

C~- ETUDE DES CHROMOSOMES

a) Généralité

Tes Culicinae ont un nombre denstant de chromosomes

2n = 6. Caractdre supplémentaire les différenciant des Dixidae et
des Chaohorinae ou 2n = 8.

TLies chromosomes des Culicini se présentent sous l'as-

pect de trois paires médiocentriques ; la troisiéme paire étant
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Chez les Culicini i1 n'y a pas d'hétérochromosome.

Les chromosomes du mile sont apparemment similaires &
ceux de la femelle. La détermination du sexe est fonction de 1a
distribution des genes sur le chromosome.

Chez les Anophelini les chromosomes se présentent dAiffé-
remment. On note deux paires dlautosomes médiocentriques et une

" paire d'hétérochromosome subtélocentrique (Fig. 6).

Liapparence différe selun le sexe :

‘ - cheg la femelle : XX : les deux chroﬁosomes sont iden-
tiques

Le chromosome X présente :

~ un bhras long g
euchromatiques.
- un brasg court
Entre les deux chromosomes X il y a synapse somatique
compléte et 1'hétérosome a la méme largeur que les autosomes.
~ chez le male : XY : les deux bras du chromosome Y sont
hétérochromgtiques.
Le matériel duquel provient cette partie héhérochruma-
tique est 1l!'"interband-material de ce fait une grande part de
1'hétérochromosome n'apparailt pas. L'hétérosome présentera une

largeur égale & la moitié de celle de l'autosome.

- v) Observabions des chromosomes
¥ - Agpect des chromoscmes

Te chromosome n'est pas une structure fixe mais le zé-

sultat d'un développement.

(0]
[
¥
Y
i
)
3
-
(Y]
0

I'dpaisseur du bras, la taille et 1l'aspect de

peuvent varier.

—_———-———-ﬁ————'__'_J
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Les chromosomes doivent coordonner le métabulisme de la
cellule ; ils conditionnent la synthise des protéines. Pour cette
fonction, le groupe génique qui entre en activitd differe selon le
stade de développement cellulaire.

Parfois on peut remarquer sur le chromosome une porticn
tres élargie : le "puff". Ce puff correspond & une période dtachi-
vité des génes & cet endroit ("locus").

Ainsi un puff sur un chromosome de cellule de glande
salivaire peut &tre représenté par une bande forte sur le ohroro..
some correspondant des cellules nourricidres (cas du chremocome ©
de 1l'espéce B).

A 1l'examen les chromosomes se présentent sous lTaspect
de six bras rayonnant auvtour du centromdre.

Le chromosome 2 montre : un bras droit trés long : 2 R

un bras gauche plus petit : 2 L.

Chromosome 3 posséde deux bras (3 R et 3 L) caractéris-
tiques, sa longueur est légérement inférieure & celle du chromo--
some 2.

Le chromosome X est le plus petit. Son bras court n'ess
pas lisible.

COLUZZI et SABATINI (loc. cit.) établissent la carte de
la succession des bandes sur les différents chromosomes. Ces au-
teurs distinguent, artitrairement, un certain nombre de régions.
D'autre part, ils mettent en évidence les inversions se rcircuvais
sur les bras 2 R, 2 I et 3 L.

Le "banding-pattern” de la "t&te" du bras long du chro-
mosome X est caractéristique, il permet la différenciation des

especes A et B.

_—-——_-__—J




Le probléme des inversions
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Au sein d'une population normale on peut avoir des in-
versions chromosomiques.

L'arrangement génique dans le segment inversé est pré-
servé de tout réarrangement.

Lorsqu'il y a inversion il ne peut y avoir de crossing-
over dans cette portion inversée.

Lorsqu'un certain arrangement est arrivé au meximum cde
sa valeur adaptative il peut &tre conservé par inversion dans
1'hétérozygote. COLUZZI (com. pers.)

L'hétérozygote a pratiquement toujours une valeur adap--
tative supérieure & celle des deux homozygotes. Avec une inversion,
l'espéce a donc & sa disposition trois génotypes qu'elle peut
"ségréger" en fonction des différentes conditions écologiques
(DOBHZANSKY, 1951).

L'espece B présente un "polymorphisme génétique formi-
dabler {COLUZZI, com. pers.).

L'inversion A sur le bras 2 R est surtout présente chez
1'espéce Aj; elle est fréquente dans les populations naturelles.
Par contre on n'y trouve Jamais "ll'arrangemen’s standard".

Cet "arrangement standard" est le plus fréquent chez
l'espece B : 50 & 60 %. Les génotypes hétérozygotes et inversd sont
aussi fréquents. Il y a au sein de l'espéce B une "balarnce" entre

les 3 génotypes.

Standard : 30 - 40 %
Inversé : 20 - 30 %
Hétérozygote : 20 %
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Si l'on effectue un croisement A inversé B standard on
obtient un zygote avec un chromosome inversé. Mais le probleéme se
mose, quel est exactement le génotype de B utilisé lors du croise-—
ment ?

Il est donc nécessaire d'avoir une longue pratique pour

"lire” les lames et déceler toutes les particularités.
Le_probléeme des hybrides

Tes hybrides résultant des croisements B x C, B x A 3
A x C présentent des différences constantes sur le chromosome X.

Lors des croisements A xB il y a synapse guasi-totale.
A 1'issue des croisements C x A et C x B les chromosomes peuvent
entrer en synapse, on peut alors étudier les homologies entre les
chromosomes X+réspeet§fs.

Le chromosome X de l'espece C différe du chromosome X de
l'espéce A par une inversion (4 B - 1 C). De ce fait les hybrides
présentent une "loop" ou boucle d'inversion correspondant & cette
région et la synapse est en position inversée (Fig. 7).

Lo différenciation est plus complexe entre les espéces B
et C.

Sur leur chromosume X respectif on note deux invercions
principales (2 3 - 2 A et 4 B -~ 3 B), 1l'une consécutive & liautre ;
de ce fait le chromosome du zygote prendra une allure en 8 (Fig-8).

I1 y a en outre une réinversion 2 C - 3 A, o'il y a sy=~
napse du segment réinversé l'autre partie du chromosome reste asy-

naptique et assymétrique de part et dl'autre du segment réinversé.




Intérét de 1!étude de C.
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Avec 1l'étude chromosomique de l'espéce C on a pu clari-
f1er les aberrations chromosomiques ayant porté sur les réarran-
gements du chromosome X des trois "especes jumelles" d'eau douce
du complexe A. gambiae (Coluzzi et SABATINI, 1968).

Selon COLUZZI (com. pers.) l'espdce C serait phyllogdni-
quement intermédiaire entre les deux autres espéces cryptiques A

et B.

D~ RESULTATS

Les obsefvaticns effectuées sur les colonies de labora-
toire des especes A et B du complexe A. gambiae ont démontré la
présence, dans les cellules nourriciéres des ovaires, de chromo-
somes polytenes permettant une étude cytogéndtique.

L'analyse détaillée du ”bandingmpattern”.se fait sur les
chromosomes des follicules au stade IIIb ~ IVa,

Les chromosomes des follicules plus jeunes sont trup
petits el "en grappe' tandis qu'une rapide dégénération des cellu-
les nourricieres a lieu au stade IV b - V.

L'avantage der chromosomes des cellules nourricidres

vient de leur grande taille, qui permet une étude détaillde 3

d'autre part, leur abondance permet un examen complet. Si les
chromosomes d'une cellule ne sont pas parfaitement lisibles 1l est
aisé de passer & une autre cellule toute proche.

Cette technique présente toutefois deux difficultés :

- l'écrasement peut provoquer la diffusion de la subs-

tance vitelline parmi les chiomosomes et de ce fait perturber 1la

lecture.
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- la structure du chromosome des cellules nourriciéres

differe de celle des chromcsomes des glandes salivaires des larves.

Aussi 1l faub faire une "analogie crihigue" entre les
chromosomes des "nurse-cells" et ceux des cellules des glandes
salivaires des larves.

Chez l'espece B, le nuff en 1 C du chromosome X des
glandes salivaires est absent sur le chromosome homologus des

-

cellules nourriciéres.

- Ce puzf excepté la terminaison du bras long e L hlslro-
some » est utilisable et présente sur le chromosome sexuel des
cellules nourricieéres les mbmes différences que sur celui des
glandes salivaires.

Les variations morphologiques des chromosomes polyténes
daiis les celluies traduisent une activité génique & certaines pé-
riodes de la différenciation et du métabolisme ceilulaire. Dans
les cellules nourricieres on frouve généralement cdte & cbte les
bras 2 R et 3 L d'une part, 2 L et 3 R d'autre part, tandis que la
zone hétérochromatique du centromdre est plus évidente et moins
fragile que dans les cellules des glandes salivaires.

La nomenclature des bras proposée par FRIZZI et
HOLSTEIN (1956) et adoptée par COLUZZI et SABATINI (loc. cit.) ne

. correspond pas & "llagsociation réeile des bras des chromosomes”

(COLUZZI, 1968).

- Si un premier examen des chromogomes des cellulen .0L7Y 1=

(34

1

(@

ves peui ebre effectu¢ & lraide des cartes dresseées par

COLUZZI e% SABATINI (loc. cit.) concernant les nhromosomes des

glandes salivaires, une anaiyse détaillée du banding-patieri des
chromosomes des “nurse-cells" necessiters 17étoblisscment 3iuns

nouvelle carte.
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