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Le développement des phénomènes de résistance et la pol­

lution salJ.s cesse croissante du milieu ont détermiEé, pot4r rempla­

cer l'emploi massif d'insecticides, la recherche ùe ~ouv'lleti

techniques permettant le "contrôle" des insectes, dits nuisibles,

sans modifications essentielles du biotope.

Tout d'abord, il faut rayer de notre vocabulaire, le terme

d'éradication. n'un point de vue pratique, lléradication d'une es­

pèce d'insecte est 'déjà bien souvent utopique ou nécessite des mo­

yens très importants. Et d'un,point de vue écologique, quelles sont

les conséquences de la disparition d'une espèce? C'est là un pro­

blème que les plus modernes ordinateurs ne peuvent résoudre car la

"loi de la nature" ne peu.t être mise en fiches. De Cè fait, an lieu

de tenter, grossièrement et chimiquement, d'éliminer une espèce, ne

serait-il pas préférable d'essayer de la "contrôler'; en limi.;:az-.t .L2

nombre de ses représentants ou en réduisant son importance en tant

que nuisance.

Ainsi, pourquoi ne pas làisser vivre les moustiques en

ôtant leur pouvoir vecteur d'affections parasitai~eo pour l~hom~~

et les animaux? Stopper la transmission d'organismes pathogènes

tout en maintenant, dans la mesure du possible,le biotope intact,

tel doit être le but principal de tous les travaux actuels.

La génétique des populations ouvre un chapitre capital

dans l'histoire des relations entre l'homme et son environneoent.

Ce type d'étude est appelé à prendre une place prépond§rante dens

la science qui nous intéresse.

Mais avant de manipuler le pool génique d'une population

culicidienne, encore faut-il parfaitement conBaître le génotype non

seulement de l'espèce considérée.mais encore de chaque souche. Ce

travail de base, indispensable avant toute utilisation pratique né-,
cessite une étude précise de la cytogénétique et de la génétique

des insectes vecteurs de maladies. Partageant cette conception de

lutte biologique, et voulant améliorer nos connaissances dans cette

nouvelle orientation des p~oblèmes entomologiques, nous avons effec­

tué un stage de 4S jours dans les laboratoires du P=ofesseur

KITZMILLER 'd'abord, puis du Professeur CRAIG et enfin du ProfesGeur

ROTHFELS.
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Ce stage nous a permis d'it~dier successivement

- la cytoginétique des anophèles,

- la cytogénétique et la ginétique d'~.es aegypti,

- la cytogénétique des simulies.

En outre, pendant notre sijour, nous avons eu plusieurs

conversations avec différents chercheurs travaillant sur d'autres

aspects du problème général "relations hôte-vecteur--parasite".

Notre stage a éti essentiellement consacré à l'aspect pra­

tique de la cy~oginétique, toutes les informations thioriques étant.

clairement exposées dans le livre "Genetics of Insect Vectors of

Diseases~' de lrJRIGHT et PAL (1957).

1- CYTOGENETIQUE DES ANOPHELES

Du 16 mars au 8 avril 1972 nous 2vons suivi un stage de

cytoginétique d~ns les labo~atoires du Professeur JAMES B. KITZMILLER

(Department of Zoology, University of Illinois, 'Urbana, Illinois,

61801, U.S.A.).

Selon KITZMILL~R (corn. pers.) on peut dire, qu'i de rares

exceptions près, toutes les espèces d'anophèles actuellement décri­

tes d'Amérique du Nord, sont, en réalité, des complex2s d'espèces

jumelles. Ceci est également valable pour les espèces d'Amérique du

Sud (Anopheles darlingi. !.muneztovari).

Ces problèmes de. complexes d'espèces jumel[es se po'sent

donc en termes aussi délicats en Amirique qu'en Afrique et justifient

les importants travaux qui' s'y rattachent.

Ces travaux font appel à des techniques de plus en plus

élaborées et notamment en cytogénitique. La première étape a consis-~>

té, et consiste e~core, à itablir pour chaque espèce la cartagraphie

des chromosomes polytènes, des glandes salivaires des larves.

(KITZMILLER, 1953 ; COLUZZI et SABATINI, 1967? KITZMILLER et P~.,

1967) oU des cellules nourricières des ovarioles (COLUZZI, 1968).

Cette étape se poursuit tout naturellement par l'itude des aberra­

tions chromosomiques naturelles ou provoquées : mutations, inver-
,

sions, translocations ..• Cette étude est très importante et permet

de reconnaître et siparer différentes populations naturelles d'une



',\,1

-- 3

même espèce, d'envisager 'la ml.se en évidence et l'utilisation pratique

de "gènes marql,leurs" ~'expression p'hénotypique. En outre, une étude

biochimique est à l'ordre du jour (TREBATOSKI et EAYINES, 1969 ; NARANG

et KITZMILLER, 1971).

L'étude des différents enzymes, et plus particulièrement

des estérases, a déjà permis de déceler les loci de certains gènes

~arqueurs d'expression biochimique.

Pour notre part, nous nous sommes plus particulièrement

,~ntéresséSaux deux premières étapeR, en l'occurrence cartographie des

chromosomes et ~tude des aberrations chromosomiques.

Dresser la "carte" d"'un chromosome ne se fait pas unl.que­

ment en rivant'son oeil à· un microscope.

Un certain nombre de phases précèdent l'observation des

p.réparatîons

- élevage méticuleux des 1arv~s

- den~ité optimale par bac,

- quantité et qualité de la nourriture offerte iourne1-

1enent,

- choix des larves - il faut prê1evcr les larves lorsqu'elles

ont atteint le stade adéquat. En effet, les ~hromosomes ne sont bien

"lisibles" que dans les glandes seliveires rles larves d'anophèles eu

début du quatrième stade.

Quelques heures d'6cart peuvent aV~lr un~ grande influence

sur l'aspect des chromosomes qui, trop ig~s ou trop.jeunes, ne/peuvent
1

alors être correctement ïnterprétés. !

préparation soignée des glandes salivaires

- dissection, fixation et coloration,

- première observation,

- écrasement ("squash technic")

- montage permanent si les çhromosomes sont bien d~rou-

lés,

-. lecture précise du "banding··pf.lttern" de cha'-lue bras de

chromosome. Ce ?oint est particulièrement délicat et néc~ssite la

"lecture'~ d'un grand nombre de lames si l'on veut faire une:

- bonne interpr~tation de l'~eencement dei bandes donc

- une cartographie correcte.

A partir de cette cart~ de rGf~rence on peut alors obser-
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ver les chromosomes d'autres souches et remarqu.~r les inversions ou

les trans1oca~ions particu1iires qu'elles pr~sentant. C'est cette

séquence de travail que nous avons suivi pendant notre séjour à

Urbana.

Nous avons élevé trois espices maintenues en insectarium

depuis plusieurs générations

- Anophe1es a1bi~anus

- Anophe1es quadrimacu1atus

- Anophe1es atroparvus

Anophe1es a1bimanus a fait l'objet d'une atter-tion plus

particulière dans la mesure où la souche maintenue en élevage pré­

sente une mutation naturelle. Les mutants sont sélectionnés pour une

étude fondamentale, à la fois génétique et cytogénétiq'le (RAIlI3IANI,

corn. pers.).

KITZMILLER (corn. pers.) a remarqué que les chromosomes

des espèces halophiles étaient généralement plus faciles à lire que

ceux des espèces du~çaquico1es.

Partant de cette observation, le~ larves des espices

d'eau douce ont été élevées dans un uilieu 1ég~rement salé; les

bras des chromosomes se d6rou1ent alors plus aisément et les "bandes"

sont plus nettes.

Afin de Lien Il vo ir" l'efficacité de cette l!léthode~ nous

avons élevé nos larves dans deux types de milieu :

- eau douce dé-ionisée,

- eau douce dé-ionisée (trois parts) + eau.de mer (une part).

Pour chaque espèce nous avons préparé 4 bacs, ùeux bacs d'eau douce

et deux bacs d'eau salée. Notre élevage se composa~t donc de douze

bacs, chacun comprenant environ une centaine d'oeufs pour un litre

d'eau. 'Les larves du premier stade ne recevaient aucune nourriture.

A partir du second stade les larves sont nourries avec une poudre

composée, à parts égales, de blé, maïs et levure. Mélange dont on

saupoudrait la surface de l'eau afin que toutes les larves puissent
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qbsorber à peu près la même quantité et se développent de façon homQ­

gène. Ces larves sont maintenues dans le même insec~arium où sont

élevé~~ les adultes, cette pièce est à 75-80 % d'hLmiditi relative et

25 0 C. La lumière est dispensée par des tubes néon réglés pour une

photopériode de 12 heures d'éclairage et' 12 heur"es d' obscuri té.

'Pour cet élevage on uti.lise des bacs "émaillés" dont la

paroi intérieure est tapissée d'un papier filtre de 4,5 cm de lar­

geur.'Selon KITZMILLER (corn. pers.) ce n'est pas la quantité d'eau

qui importe mais'la surface,disponible. De ce fait les larves ont à

leur disposition un bain de 2 à 3 cm de profondeur.

La limitation de leurs mouvements et une alimentation tou­

jours disponible font que les larves seront bien développêes et les

chromosomes n'en seront que plus nets.

Ceci pourrait être comparé aux oies que l'on gave de force

et que l'on maintient dans un espace. restreint puis que l'on sacri­

fiera pour prélever un foie hypertrophié. Il est évident que l'on ne

peut nourrir de force les larves de moustiques mais on arrive ù un

résultat similaire en maintenant ces larves en contact,le'p1us itfoit

possible avec la poudre vitaminée servant d'aliment.

La souche d'A. albimanus mise à notre disposition présente

une mutation naturelle qui est sélectionnée au cours des générations

successives. Cette mutation a déux expressions phénotypiques, de ce

fait les imagos peuvent être classés en trois "catégories"

- l~ forme sauvage qui présente des tarses postérieurs en­

tièrement blancs à l'exception d'un anneau sombre sur la région pro­

ximale du cinqu~ème article tarsal,

- la forme "bisignatus" : présente un anneau sombre supplé­

mentaire sur le troisième article tarsal,

- la forme "trisignatus" : présenÇe un deuxième anneau som­

bre supplémentaire sur le second article tarsal.

Dans une cage ordinaire nous avons mis en élevage des mâ­

les et des femelles "sauvages" d'~. albimanus.

Ces imagos s'alimentent sur un tampon d'eau sucrée e~,

deux fois par semaine nous introduisons, dans la cage, un cobaye,

immobilisé dans un petit bac à l'aide de rubans adhésifs. La face
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do r s ale duc 0 b a y e" exp 0 sée a u x p i q û r e s des an 0 p r. ~ "es. est !' as é e cha­

que fois~

Un petit gobelet en carton,dont la paroi intêrieure est

recouverte de papier filtre, sert de pondoir. Les oeufs ~éco1tés sont

maintenus deux jours sur le papier filtre hl~mi.rle avant d'être mis nor­

malement à éclore dans un bac. L'élevage larvaire standard demande

moins de précautions que celui destiné à obtenir de "belles larves"

pour l'étude des chromosomes. Cependant il est recommandé de ne pas

mettre plus de 200 larves dans le mêm~ 1lac. A noter qu'il est préfé­

rable, ici aussi,que l'eau soit à niveau assez bas. Toujours adapter

la quantité de nourriture'à d0nner en" fonction de 1R taille des 1ar-

ves.

Les nymphes sont quotidiennement pj~élevées et réunies dans

un gobelet en carton" fermé par un tulle moustiquaire. Les imagos néo­

nqtes sont endormis à l'éther, examinês et classés, se10u le sexe et

le phénotype.:

- sauvages,

- bisignatus

- trisignatus

- "deformed hind tarsus"

" .

individus dont les tarses posté-

rieurs présentent diverses malformations,

- bi ou trisignatus dont les zones sombres supplémentaires

ne sont représentées que par quelques écailles.

Les individus de type sauvages sont séparés tandis que

l'on conserve, dans une même cage, les mutants bi et trisignatus plus

ceux n'ayant que quelques écailles signalant la mutation. Dans une se-­

conde cage on place les ind~vidus présentant des m?lformations.

La cage ne contenant que des mutants est alors suivie

attentivement. De générations en générations on suit le ~éveloppement

de cette mutation. Le décompte dep individus de chaque catégorie

- mâle-femelle

- sauvage-mutant

- mutant à anneau complet-mutant à anneaux plus bu mo~us

représentés

- tarses postérieurs normaux-tarses postérieurs défo~més

permet d~étab1ir l~expressiv1ié et la pénétrance du gène mutant dans

le pool génique de la souche d'A. a1bimanus considérée. Il est à ao~er
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que les premièrs imagos qui éclosent sont les mutants et, autre fait

remarquable démontrant l'importance des conditi'ons d'é3evage, aux plus

"belles" l.:\rves correspondent des imagos présent.nnt 1? phénotype mutant

le !:lieux marqué.

Nous ne pouvons nous étendre très lon~uement sur ce sujet

car il fait actuellement l'objet d'un important travail fondamental.

Travail dont les résultats d~finitifs doivent ~tre prochainement pu­

bliés par M. EABBIANI et J.B. KITZ~ILLER, dans la r~vue M.osquito News.

a) Technique d'isolement des femelles.

Technique très utile pour suivre l'évolution de la matura­

tion ovarienne et étudier f~cilement la ponte de chaque femelle. Ceci

'~3t très important lorsqu'on fait une série de croisements entre les

~eprésentants de différentes populations, on 'peut alors établir le de-­

gré d'interfécondité entre les deux souches considérées.

Isoler, dans un tube Borel, une femelle âgée de c1nq jours.

De préf~rence isoler une femelle semi-gravide, qui a pris son repas de

sang la veille. Le fond du tube est tapissé d'un papier filtre d'envi­

ron 2 cm. de largeur t ce papier filtre est maintenu sec pendant deux

Jours puis légèrement humecté, de telle sorte que seul le ~apier soit

humide, sans ~u'il y ait d'eau en excès au fond du tube. Pendant ces

deux jours, pour limiter les nouvements de la femelle, descendre le

tampon de coton qui ferme le tube, laissant un espace disponible d'envi­

ron 2 à 3 cm. Attendre la ponte et compter le nombre d'oeufs.

b) Technique de comptage des oeufs.

Les oeufs ainsi obtenus sont m1S normale~ent à éclore dans

l'cau, après avoir été soigneusement comptés. Quarante huit heures

après la mise en eau, reprendre le bac, ôter, précautionneusement (et

compter) toutes les larves stade l et stade II." Recueillir tous les

oeufs restant sur un papier filtre quadrillé, les carreaux ayant 1/2 cm.

de côté. Nous recommandons l'emploi d'u,Il fin pinceau pour "ramener"

tous les oeufs sans les abîmer.

Compter alorG tous les oeufs carré par carré en classant

les oeufs selon trois catégories

- oeufs normalement éclos,
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- oeufs vides :" c'est-à-dire pon embrYO:ll'.és,

oeufs non éclos c'est-à-dire avec U~t larve stade I·à

l'intérieur.

Pour reconnaître ce8 deux d8LnièTes rat~gories on presse

légèrement sur l'oeuf, soit lf o2u f éclate et montre un intérieur ab­

solument vide, soit la paro~ se déchire et, ll.cn peut alors facile­

ment voir une petite larve à l'intérieur Peur plus de

précaution il est recommandé de ne pas jeter le papier filtre, mais

le remettre dans l'eau et attendre encore 48 heures puis recommencer

les comptages si d'autres larves ont 8clos. Comparer alors les ré­

sultats

Nombre de larves = Nombre total d'oeufs - (Nb. d'oeufs non embryon­

nés +

Nb. d'oeufs non ~clos).

Nombre total d'oeufs = Nb. d'oeufs normalement éclos - (Nb. d'oeufs

non embryonnés + Nb. d'oeuf3 non éclos).

Ces données permettent de savoir exactement quel est le

degré d'interfécondité de deux souches. Rappelons que l'on considère

comme stérile une femelle dont la ponte, appareBillent normale, ne

donne, en réalité aucune larve viable.

c) Technique de copulation forcée.

Cette techniqu~ s'emploie couremment pour Baintenir les

élevages d '"~. punctipennis s A . .sua.EJ.::~m~~ü}iitu~, !::.. ear~.ei. <i~t !.
albimanus. Chez ces espèces on note :fun g'~~u'::-i..:"ni.: d 7 euryg-:tmmie"

(KITZMILLER, corn. ·pers.). Pour la cop~J.ation~ c[lO~~sir des femelles

âgées de trois à quatre jours et d~s mâles âgés de quatre à cinq

jours. Il faut prévoir deux fois plus de mâles que de femelles à fé­

conder. Ces mâles sont préparés très rapidement quelques minutes

avant "l'emploi". Leur transperser le thorax (au niveau des pleuri­

tes) à l'aide d'une minutie montée; couper les pattes, leg ailes et

la t~te. Anesthésier alors tr~s légèrement une fe~elln. et l~ dispo­

ser face ventrale vers le haut.

Mettre en contact les genitalia du mâle avec la région homo­

logue de la femelle. Il est recommandé de manipuler sous une loupe

binoculaire. Faire "passer" plusieurs fois les terminal:'a du mâle

au niveau de l'ex~rémité ~u l'abdomen de la femelle. Au moment o~
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les elas?ers du mâle "~ccrochent" et qu'intervie'1.t alors la copula­

tion, relever légèrement le mâle, la femelle doit élors s'élever

dans le même mouvement. Lorsque la "pum~ing motion" a eu lieu, le

mâle détend ses claspers libérant ainsi la femelle qui "choit" fé­

condée. Il est recommandé de renouveler l'expérience afin d'être'

bien sûr de la fécondation (un mâle pouvant accidentellement être

stérile). Un point d~licat est celui de l'anesthésie de la femelle

qui doit être suffisamment endormie pour ne pas se reveiller pendant

l'accouplement mais se reveiller ensuite. Les femelles ainsi fécon-
,

dées sont ensui~e placées dans des cages d'élevage, nourries sur eau

sucrée pendant 24 heures, puis alimentées sur cobaye.

d) Technique de ponte forcée.

Cette méthode est employée pour les élevages d'A. munctipen­

n1S et ~. quadrimaculatus. Il arrive parfois que les femelles conve­

nablement gorgées et fécondées n'effectuent pas leur ponte. Cette

rétention des oeufs est gênante dans la mesure o~ elle peut fausser

l'interprétation d'un croisement ou faire penser à quelques problèmes

d'élevage. On a alors recours à la technique de ponte fo~cée, qui est

très simple. Elle consiste à prendre une femelle '48 heures après son

repas de sang et, très délicatement, lui couper les ailes au niveau

de leur- insertion" thoracique~. La femelle ainsi privée d'ailes,

est ensuite isolée dans un tubè de Borel contenant un ruban de pa­

pier filtre humide. Génér~lement, 13 femelle dépose sa ponte dans

les deux heures qui suivent sa mutilatioa.
\

1-2- Préparations des chromosomes.

1-2-1- Produits utilisés

a) Fixateurs

Pour accélérer le rythme des préparations la dissection

est faite dans le fixateur.

rf.

Deux milieux sont couramment utilisés

fonction de l'habileté du manipulateur.

- ~c!d~ ~c~t!q~e_à_4~ ~

leur choix est

Avantage fixation meilleure et plus rapide des tissus.

Inconyénient : dissout rapidement les ~landes salivaires.



.'

- 10 -

Four p~~lier cet inconvénient on peu~ vtiliser le citrate

de sodium à 1 % qui sert de rêvélateur. Une gout~2 de ce produit est

dépos~e au niveau des glandes salivaires dês q"e le thorax est ou­

vert. La région proximale des glandes prend rapidemen~ une coul~ur

blanchâtre qui autorise une localisation rapide.

une part d'un ~6lange constitué à parts égales d'alcool'

éthylique et d\acide acétique + 19 parties d'eau

Avantage meilleure conservation des -glandes donc permet

une dissection plus lente.

Inconvénient fixation plus lente.

Ce milieu est utilisé lorsqu'on n'~st pas astreint à un

grand rythme de travail ou lorsqu'on n'arrive pas à extraire les

glandes salivaires en quelque 60 secondes.

b ) Col 0 ran·t .

Le colorant utilisé est une solution d'orcéine ac~t~·

lactique à 0,5 % préparée de la façon suivante

- Mesurer 2 gr d'orcéine en poudre et introduire ceD 2 g~

dans un flacon de 100 ml.

- Ajouter lentement 50 ml d'acide acétique glacial et dis­

soudre la poudre en remuant le flacon.

- Ajouter alors 50 ~l d'acide lactiquG et finir de dissou­

dre' toute la poudre.

Ce mélange repLésente la solution mère qu~ est filtrée_pûis

conservée à 5°C (ne pas' la placer dans un endroit réfrigérant).

- Le colorant lui-même est obtenu en additionnant 25 ml èe

cette solution mère à 75 ~l d'une solution acqueuse d'acide acétique

à 45 %.

Il est recommandé de préparer ce colorant que peu avan~

son emploi, cette solution peut cependant être conservée quelques

Jours mais toujours dans ~n réfrigérateur.
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c) Milieux de montage.

Il existe deux types de montage de chromosomes

- montagè temporaire

Dans un premier'temps les chromosomes sont observés peu

après leur préparation, ils sont encore dans leur milieu de colora­

tion. Ceci implique deux inconvénients

- le colorant contin~e à agir et on risque très rapidement

d'avoir des préparations surco10rées donc illisibles.

- la conservation de telles lames est réduite trois à S1X

m01S représentent le délai maximum au delà duquel les préparations ne

sont plus lisibles.

- Montage permanent.

La technique de préparation permane~te sera signalée ulté­

rieurement, notons déjà que le milieu recommandé est le Zeiss L.15.

1-2-2- Dissection des larves.

Il faut prélever les larves ayant atteint le début du qua­

trième stade. Reconnaître ce stade est essentie]~ement une question

d'habitude car aucune particularité morphologique ne le caractérise.

- Faire sécher la larve choisie en la déposant quelques ins­

tants sur un papier filtre.

- Sur une lame, dont la face inférieure est noircie, mettre

une goutte de fixateur.

- Placer la 1arv~ dans cette goette et dis~oser cette larve

face dorsale vers le haut.

- Avec une aiguille montée presser fortement .2" nlveau des

4 ou Sème segmenis abdominaux. Ceci fait cesse~ les mouvements brus­

ques de la larve.

A l'aide des deux minuties mont~es ouvrir le thorax mfidio­

ùorsa1ement et rabattre latéralement les ùeux parties ainsi séparées.

- Les glandes apparaissent alors clans la région antérieure

du thorax, de part et d'autre de l'oesophage. Leur partie proximale,

arrondie, permet généralement de les reconnaître rapidement.

- Gter èes 81andes et les placer, chacune,dnns une goutte

de colorant préalablement disposée sur une ~ame11e siliconée.
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Observations

Différentes variantes 9nt été a~portées à la technique de

base décrite précédemment et utilisée par le Pr~': KITZMILLER. Nous

les signalons pour mémoire mais chacun adapee sa propre technique.

- Lorsque la larve est placée dans la goutte de fix?teur coùperù

la tête et retirer les coecas diges~ifs avant d'~uvrir le thorax.

Les glandes salivaires apparaissent plus facilement.

- les glandes salivaires d'A. albimanus &tant situées au niveau

de l'épaule une technique consiste à découper obliquement cette zone

puis presser délicatement pour en faire sortir les glandes.

- l'utilisation d'une lame noire est intéressante si l'on dis­

pose d'un éclairage épiscopique. Pour notre part nous préférons un

éclairage hyposcopique qui permet de mieux mettre cn évidence le

contraste entre les glandes et les tissus adipeux environnants.

Comme nous l'avons l'avons signalê plus haut, ces techniques sont

des modifications p~rsonnelles, l'~ssenti2l ent ~'obtenir rapidement

des g~andes intactes.

1-2-3- Obtention des chromosomes

Lorsque des glandes sont reEtée~ 2 ~ 3 ~inl1tGS d2~S le colo­

rant, recouvrir délicatement la lamelle, où sont ~ituées les 2

gouttes, avec une lame nor.male très propre. Noter au crayon gras la

position des glandes puis rapidement retourner l·ensemble lame plus

lamelle (cf. sché.ma O.

Observer au microscope à faible grossissement lréta~ de dé­

roulement et de coloration des chromosomes. En fonction procéùer à

un écrasement plus ou moins accentué. Rappelons que le ffi~lieu de

montage étant encore l'orcéine acétique les chromosomes pr~&nent

toujours la coloration.

a) "Squash technic"

Les bras des chromosomes étant en général enroulés sur eux­

m@mès il faut procéder à leur étalement et cec!. est "\lIns un art

qu·' une science" (K1TZM1LLER corn. pers.).

Placer l'ensemble lame plus lamelle entre ùeur mo=ceaux de pa­

pier filtre et appuyer fortement. RU niveau des ~issus en faisant

bien attention à ne pas faire glisseL l~ l~melle.
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Pour cette opération, dilf€rentes techniques sont emp10y€es

suivant les utilisateurs

- €crasement avec le pouce,

- écrasement avec la paume de la main,

écrasement en maintenant entre le pouce et l'ind~x le papier

filtre recouvrant la lamelle et appuyer avec l'extrémité de

l'index de l'autre ma~n.

Toutes ces tehniques, et leurs dérivés personnels, sont au

choix du manipulateur, l'important est d'obtenir des bras de chromo­

somes bien déroulés et intacts. Pour cela suivre au fur et à mesure

le dérou1e~ent de ces bras en observant la préparation au microscope

après chaque écrasement.

b) "Tap technic"

D'aucuns préfèrent cette technique à celle que nous venons de

décrire. Cette mêthode consiste à tenir l~s bords da la lamelle en­

tre le pouce et l'index de la main gauche et tapoter, plus ou mo~ns

fortement, la lamelle avec l'index de la main droite.

Pour une série de coups plus ou moins nombreux et accentués on

obtient, généralement, un bon déroulement des chromosomes. Cette

technique est légèrement plus "fine" que la précédente dans la m8sure

oü on peut mieux doser l'intensité de l'impact et choisir l'end~oit '

où on l'applique.

Il arrive en effet qu'une préparation présente des noyaux bien

éclatés et des chromosomes déjà assez bien déroulés tandis que des

noyaux alentours, ou bien la seconde glande wontr.e encore des chro-'

mosomes imparfaitement étalés.

Un écrasement global de la préparation pourrait entraîner une

rupture ùe certains bras sans pour cela que les autres chromosomes

se soient montrés "coopératifs" (KITZHILLER corn. pers.).

Là auss~, toutes ces techniques n'ont pour but que l'obtention

de bras de chromosomes bien éta1~s et aucune ~'est valable à 100 %.

A titre anecdotique nous signalerons qu'avant ch&que écrasement, le

Pro KITZNILLER fait le signe de croix acco~p~ené dlune petite prière

et que "God he1ps us".

C'est ici que la mGthoda d'~lev~ge montre déja son intérit dans

la mesure oü les chromosomes des larves élevées en eau salée se d~­

roulent plus facilement sans qu'il soit nécessaire d~appuyer 'ou. de

taper très intensément sur la lamelle.
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D'autre part, il est indispensable d'avoir des lames et

des lamelles parfaitement propres car toute poussière entraîne la

formation de bulles d'air à l'écrasement.

Les lames de chromosomes peuvent être ob~enues à un~

grande cadence (15 à 20 préparations à l'heure). L'observation par

contre demande beaucoup plus de temps.

Les lames préparées selon ln technique précédemment décrite

ont une conservation limitée qui n'excède pas 3 à 6 mois. Ce délai

permet de faire des préparations sur le terrain et de les observ~r

au retour au laboratoire. Cependant ces pr~parations se détériorent

et ne peuvent servir de référence. Lorsque l'on obtient de très'

bell~s préparations il est nécessaire èe les 3voir fort longtemps à

notre disposition.

Pour conserver ces lames de façon permanente il y a diffé­

rentes techniques, celle que nous avons employée est celle-ci

placer les lames "sélectionnées" sur un bloc de carboglace,

laisser ces lames 30 minutes au m~n~mum,

- lorsque la lame est "blanchie", l'ôter et rapidement à

l'aide d'une lame de rasoir que l'on fait glisser sous un angle de

la lamelle, la faire sauter d'un mouvement du poignet,

- passer alors la lame successivement dans deux bains d'al­

cool éthylique :

C2H50H à 95 % 5 minutes

C2H50R à 100 % 5 minutes

- sécher légèrement la lame sur un papier filtre,

- 'déposer sur la préparation une goutte de ZEISS L 15, on

peut aussi utiliser l'Euparal comme milieu de montage mais le L 15

est préférable (KITZMILLER, coma p,ers.),

- recouvrir d'une lamelle ordinaire,

laisser sécher dans une étuve environ 24 heures.

Les préparations ainsi faites peuvent être conservées quasi
1

indéfiniment.
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1-3-1- Rappel succint.

Les Anophelini possèdent 3 chromosomes (

- le 'chromosome 1 ou chromosome sèxuel ou hétérosome,

- le chromosome Il )

- le chromosome lll~

Rayonnant à partir du centromêre on peut observer 5 "bras":

- le chromosome sexue~ ou chromosome X (avec un bras long

bien visible_et un bras court souvent peu ou prou rcpr6sent~),

les bras droit et gauche du chromoso~~ Il,

les bras droit ~t gauchQ du chromosome Ill.

Ces bras sont d'in€gale~ longueurs et 11h~têrosome mita­

centrique, toujours le plus petit,est faci18nent reconnaissable à

faible grossissement.

A noter que, selon les laoes, ce chromosome sexuel peut

être aussi large que les autosomes ou moitii moin~ lr.~8e. Ccci est

dG au fait qu'un chromosome ne repri~ente pas un tout wais l'asso­

ciation (synapse) des deux chromosomes homologues parentaux. Pour le

chromosome sexuel, selon que la'larve sera de sexe mâle oe femelle,

sa formule sera XX ou XY.

~i nous avons dj.ss~qui une larve femelle le chromosome XX

que nous observons sera de largeur égale a celle des autosomes.

si nous avons disséqu~ un~ larve ~ile le chromosome X eu­

chromatique est visible tandis que Y constitu~. en majeure partie 9

de matiriel h~tirochromatique n'est pratiquement pas observable. ~

1-3-2- Matériel

a) Préparations personnelles.

Nous avons préparé, de façon permanente, deux s€ries de cin­

quante lames pour les espèces suivantes

- A. albimanus

- A. atroparvus

- A. quadrimaculatus

Pour chaque espèce une série èe lames était faite à partir des

larves élevées en eau douce et une autre à partir de larves élevées

en eau salée. Ces lames ont été ramenées en France et déposées au

.Centre de faunistique du laboratoire O.R.S~T.O.M. de Bondy.
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Ayant ~levê nos larves selon la mfthode classi~ue et la

~~fhode du Professeur KITZMILLER~ nous avons pu comparer les ré­

sultats par l'observation de chaque lot •.

Il s'avère effectivement que les chromosomes des larves

élevées en eau salée :

- se déroulent plus facilement : point très intéressant dans

la mesure où il n'est pas nécessaire d'nppuyer très fortement sur

la lamelle pour que les bras se déroulent pratiquement totalement.

Auparavant, pOUT obtenir le m@me résultat, on était oblige

de presser avec force sur la la1i2e.11e.. Cette forte pression s'accom­

pagnait~ bien souvent, de la rupture de nombreux chromosomes, les

préparations devenaient alors inutilisables.

- se lisent plus facilement : en effet, les chromosomes des

larves élevées en eau salée semblent "mieux nourri8:.'~,. ces chromo­

somes sont pl~s "d~veloppés" ct ~les bandes sont mieux marquées que

sur lès chromosomes des larves élevées normalement.

Nos lames étant cn dépôt toutes ces observations peuvent

@tre constatées par tout un chacun. D'autre part, l'~tude cytogéné­

tique de c~s espèces a été faite par KITZMILLER (1961~1967) et

KLASSEN et al. (1965) aussi il n'est pas utile que nou~ revenions

sur l'agencement des bandes sur les chromosomes de ces anophèles.

h) Collections mises a notre dispo~ition

Le Professeur KITZMILLER nous a prêté ses meilleures lames

de chromosomes d'A. (~yssorhynchus) darlingi et &. (Nyssorhynchus)

nuneztov.:lri.

Sur ces deux espèces nous avons pu remarquer et dessiner

- les homologies autosomales,

- la différence essentielle sur le chromosome sexuel: i1-

existe une inversion fixe sur l'hétérosome qui permet de reconnaî­

tre chaque esp~ce.

- l'import~nt ~polymorphisme chromosomique pr€senté par A.

darlingi •.

Possédant les lames de référence et les cartes qu~ en

avaient été dr~ssées nous avons pu nous familiariser avec les techni­

ques de cartographie cytog€nétique.
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L'observation des chromosomes nécessite coup d'oeil, con­

naissance et patience (KITZMILLER, corn. perso). Il faut se rappeler

que les chromosomes sont enroulis sui eux-marnes 1 l'intérieur du no­

yau. En appuyant sur la lamelle on fait éclater la membrane nucléai­

re et dérouler plus ou moins les chromosomes. Or, il est très rare

que les bras soient parfaitement diroulés. généralement ils sont en~

core plus ou moins repliés sur eux-marnes ou se chevauchent les uns

les autres. De,ce fait "suivre" un chromosome,et, toujours le même

chromosoma, sur toute sa longueur n'est pas "toujours tâche facile;

C'est là qu'intervient le facteur connaissanc~ dans la mesure ~Q il

ne faut pas confondre les artefacts de priparation (bras se chevau­

chant) avec des abirrations chromosomiques naturelles (transloca­

tions) .

n'autre part, il faut se rappeler que les chromosomes ont

uue structure cylindrique, de ce fait, l'écrasement, pour important

qu'il ait été, ne permettra jamais d'obtenir une figure absolument

plane.

L'observation devra intéresser plusieur~ plans et ce parti­

culièrement dans la lectu1:':.: des banèes. La cartographie du "banding

pat ter n" est e s sen t i e Il e Iil<:;-~ t a r bit rai r e. Dansun premie rtemp s, i 1

faut retranstrire chaque bande selons~ coloration. Pour cela, et

arbitrairement, l'intensité de la coloration a été divisée en 4 ca­

tégories, chacune se traduisant par un symbolisme particulier (cf.

dessin2:).La bande "notée 1" est la plus sombre et la "4" la plus

claire. Mais les tissus ne prennent pas tous la coloration de façon

égale et l'on reWftrque de grandes variations d'une préparation 1

l'autre voire d'un noyau à l'autre'. Aussi c'est avec beaucoup de pa­

ticnc~ qu'il faut examiner les régions homologues d'un grand nombre

de chromosomes avant de les schématiser.

Le schèma doit montrer

la forme du chromosome en notant tout particulièrement

les zones élargies ("puff") les constrictions et autres particulari­

tés,

- l1agencement des bandes: pour bien respecter les distan­

ces séparant chaque bande il est recommandé de procéder 1 toute une

série de photographies pour chaque bras,
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- la coloration de chaque bande : nous avons signalé la né-

cessité d'observer un grand nombre de lames avant d'attribuer un de­

gré de coloration à chaque bande,

- l'intégrité et la forme de chaque bande. Plus ou moins

épaisse, en "trait plein" ou en "pointillé", "droite" ou "courbe",

il existe pn irand nombre de possibilités dans l'allure présentée

par chaque bande. Chacune doit être minutieusement observée et tout

spécialement les bandes ".4" qui peuvent être "oubliées".

- les "weak points" ou "zones faibles" : on pe.ut noter la

présence de zones où les bandes sont nulles ou faiblement représen­

tées (coloration "4"). Ces zones sont à observer et retranscrire

avec précision car elles sont généralement le "point de départ des

inversions" (KITZMILLER, com. pers.).

Cartographier un chromosome se fait donc par l'observation

directe au microscope d'un grand nombre de lames sélectionnées et

par l'observation d'une série de clichés pris pour chaque portion de

chromosome.

Lorsque chaque bras aura été dessiné intervient alors la

désignation arbitraire de chaque zone. Chaque bras est en effet di­

visé en un certain nombre de zones qui sont numérotées. Numérotage

qui $'effectue de la façon"suivante

- chromosome X de l'extr~mité distale au centromère,

- chromosome 2D: de l'extrémité au centromère,

- chromosome 2G: du centromère à l'extrémité distale,

- chromosome 3D: de l'extr~mité distale au centromère,

- chromosome 3G: du centromè~e à l'extrémité diStale.

Nous donnons plus loin un exemple d'une telle cartographie

(fig.3 ). Chaque zone est ensuite, toujours arbitrairement,divisée

en 3 ou 4 parties désignées par les lettres A, B, C, D.

Toutes ces divisions et subdivisions du chromosome sont fai-

tes en prenant pour "limites" des "zones remarquables" constric-

tions, doub.1e·bande, "weak point" .•. , ce qui demande une certaine

pratique des chromosomes.

Les principales étapes de la cartographie d'un chromosome

sont donc l'examen minutieux et la retranscription schématique de

la morphologie externe des chromosomes,

1 "agencement des bandes,



- 19.·'

- 1a coloration et forme de chaque bande,

pu~s la divis~on arbitraL:e en zone (1,2,3) et S0113 zone A,B,C .•

en fonction des caractéristiques remarqués au cours ies étapes pr~­

cédentes.

Lorsque la carte est établie pour une souche, on peut

alors s'intéresser aux autres' souches de la même espèce et noter les

analogi~s et les différences. Il ne faut pas oublie~ qu'il y a un

important polymorphisme chromosomique "à l'intérieur" de chaque es-,

pèce. En effet il existe des "inversions flottantes" dont la présen­

ce doit être mise en évidence pour chaque pop~lation d'une même es­

pèce mais qui ne constituent pas un critère de spéciation (DUNBAR,

com. pers.).

C'est là un point de cytoporphologie qu~ est actuellement

sujet à discussion pans la mesure où la cytotaxonomie n'est pas.en­

core universellement admise.

L'observation initiale des chromosomes sera donc longue,.

précise, et rigoureuse. Leur cartographie sera aussi minutieuse

qu'arbitraire dans sa traduction symbolique et sa représentation

chiffrée. Cette carte initiale doit être considérée comme une :lépure"

à partir de laquelle différentes' modifications pourront être appor-:

tées. Chaque souche sera ensuite étudiée, dessinée, et rapport~e nu

modèle initial .

.Se posera alors l'éternel problème de "l'espèce" tel qu'on

l'R signalé plus haut et ~~e nous discuterons ultérieurement.

L'étude des aberrations chromosomiques est aussi intéres­

sante qu'importante pour essayer de com?rendre les mécanismes géné­

tiques d'un pool adaptatif et par l~·même. les mécanismes de spécia­

tion.

1-4-1- Rappels succints

Notre propos n'est pas de faire '~n'co~rs théorique de géné­

tique formelle mais plutôt de rap~el~r ]PA principolen AbArrations

chromosomiques et leur importance prati~ue" les connaître pour mieux

les 'reconnaître.

- déficience ou dé18tion.
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c'est le type le plus simple d'aberration chromosomique perte

d'un segment de chromosome (fig. 4a) donc perte des gènes portés

dans cette Pélrtie. Une li.é.f'fc'ien.c.e- intéressant une grande partie dù,
chromosome peut être remarquée dans les conditions d'hétérozygotie

(fig. 4b). Les 2 régions homologues des chromosomes s'apparient

laissant la portion "non déficiente" en surnombre et cette portion

forme alors une boucle ("loop").

Si des gènes étaient présents sur le segment manquant, les allè­

les de ces gènes sont exprimés dans der, conditions d'hôm6zygotie.

En pratique cela permet d'identifier un groupe de linkage dans un

chromosome connu.

- duplication.

Ajout d'un segment surnuméraire les gènes qu'il porte se trou­

vent répétés deux fois dans un lot haploïde de chromosomes.

- inversion.

A la suite d'une rotation de 180 0 une portion de chromosome est

inversée par rapport à la séquence normale (fig. 5). Lorsqu'un indi­

vidu·.est hétérozygotè pour un type d'inversion il y a formation

d'une boucle d',inversion C'loop") caractéristique. Naturelles ou

provoquées, les inversions ont une grande importance notamment dans

leur rapport avec les phénomènes de crossing~over.

En fonction de la position du crossing-over il existe deux ty­

pes d'inversion

- inversion péricentrique (fig. 6)

Tous l~s chrOmatides possèdent un centromère' mais le'~rossing­

over entraîne de~ distributions anormales des portions de chromoso­

mes. Deux chromatides ,montreront duplication et déficience ce qui,

dans la majorité des cas, donne des gamètes non viables. Un chroma­

tide sera normal et le quatrième présentera un segment inversG.

- inversion paracentrique (fig •.7)

A la suite d'un cross1ng-over dans la boucle d'inversion on

obtiendra

~ deux chromatides non affectés par le crossing-over l'un sera

normal et l'autre avec un segment inversé. Ces 2 chromatides poss~

dent un centromère et fonctionnent pour la production des gamètes.
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- aeux chromatides anormaux: un dicentrique et l'autreacen­

trique aucun ne peut entreprendre une mitose normê1e.

En conséquence, une inversion supprime eff~ctivement le

crossing-over entre gène à l'intérieur d'une boucle.

Les généticiens ont utilisé l'impact de cette information

pour planifier des expériences oÜ l'on désire éliminer le crossing­

over dans des segments inversés. Le crossing-over donne des gamètes

non viables. Dans le cas de double crossing-over, la relation nor~

male 1-1 centromère chromatide est restaurée et procure des gamètes

viables. Cependant la fréquence d~ double crossing-over est faible.

Ainsi, il est évident qu'une inversion n'empêche pas le crossing­

over mais essentiellement rend non viable les chromatides présen­

tant ce crossing-over.

"On peut donc considérer l'inversion comme étant le su'p­

presseur le plus efficace du crossing-over" (CRAIG, com. pers.).

- Translocation : échange de segments entre chromosomes non

homologues. Si deux chromosomes non homologues sont rompus et que

ces segments vont rejoindre les "paternaires non correspondants"

nous nous trouvons dans une situation où tous les loci des gènes

sont présents mais montrent une distribution anormale. L'ap~a~iement

des chromosomes réalise alors des figures anormales

- en croix au stade pachytene,

- en anneau à la diakinèse,

- en 8 à la métaphase.

Les translocations représentent d'admirables marqueurs gé­

nét~ques lorsque la translocation hét~rozygote a un effet phénotypi­

que (CRAIG, corn. pers.).

1-4-2- Matériel.

RABBIA~I (corn. pers.) effectue, actuellement une étude sys­

tématique et fondamentale des translocations chez' Anophe1es a1bima­

nus après irradiation aux rayons X. Les r~yons X sont moins péné-­

trants que les rayons gamma. Ils produisent, à dose élevée, non seu­

lement des mutations géniques mais provoquent aussi de nombreuses

ruptures de chromosomes suivies d'aberrations chromosomiques.
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Des miles igis d'un à qu~tre Jours reçoivent une dose de

rayons X de 4000 rads, puis ils sont croisés ave~ un lot de femelles

igées de un à quatre jours. Les descendants mâles et femel}es de la

F.l sont ensuite croisés entre eux. De même pour les descendants Je

la F.2 qu~ sont croisés entre eux.

A la F.3 il faut:

- isoler les femelles gravides pour obtenir les pontes,

- élever séparément les larves de chaque "famille" de trans-

location,

examiner les chromosomes des glandes salivaires de c~nq

larves de chaque "famille" de translocation.

Les détails de cette technique seront exposis par RABBIANI

dans sa prochaine publication.

1-4-3 - Observations.

Par cette méthoGe, RABBIANI (com. pers.) a oetenu toute une

série de translocations que nous aVOfiS pu oèserver sur ses prépara­

tions deoréférence.

Ces translocations ont été soigneusement nootées, elles ~n-

téressent: aussi bien les hétérosomes que les n:utosomes.

Pour notre part, grice aux lames m:i.ses à notre disposition,

nous avons pu observer les tr.::!.nslocations suivantes :

- A Il T (2R-3L) zones de rup~ure lOB-42A

- A B T ( X-2L) zones de rupture 4c-25A

.. A 9 T (ZL-3R) zones de rupture 19A-33C

11 7 T ( X-3R) zones de rupture 1E-26B

- 1·, 9 T (2R-3R) zones de rupture 7A-2913

- M 18 T ( Y-2R) z one ~'. de rupture l4A

- K 18 T ( X-3R) zones de rupture SB-27A
.. K 9 T ( X-3L) zones de ruptu!."e 2A" ~,,fA

- K 14 T (2R-3L) zones de rupture l3C-40C.

Schémas et photographies de ces translocations sont inclus

dans l'article de RABBIANI et KITZMILLER (sous-presse).
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Les variations gênotypiques dues aux aberrètions chromoso­

m~ques (s.s.) portent non sur le nombre de chromosomes mais sur le

nombre et ~'agencement des gènes dans les chromosomes.

L'êtude des aberrations chromosomiques permet l'établisse­

ment des cartes cytologiques et notamment la localisation précise

des gènes.

Il e~t possible de positionner les gènes par un "rep€rage

direct" en-établissant une corrélation entre l'expression d'un ca­

ractère et la présence d'une anomalie chromosomique visible.

On peut aussi effectuer un r~r~raBe indirect ainsi que

nous l'avons signalé dans les cas Je d~letion~. Chez un individu

hétérozygote pour une certaine déficience, les allèles des gènes

manquant peuvent s'exprimer même s'ils sont normalement de type ré­

cessifs (phénomène de pseudo dominance).

L'ordre des gènes repérês sur les cartes cytologiques (et

traduit par le "banding-pattern" des chromosomes [Jolytènes) est iden­

tique ~ celui 6tabli pour les cartes, g~nétiques et besé sur les

pourcentages de crossing-over.

Chaque méthode p~ut être employée seule mais ~lles sont

complémentaires dans l'étude du pool génétique d'une souche d'une

espèce considérée.

Les cartes cytologiques permettent d'identifier les diffé­

rences de fréquence des gaues entre les différentes populations d'une

même espèce, ainsi que les fluctuatiuns géniques d'une génération à

l'autre au sein d'une même population.

Elles constituent ainsi le support d'une explication géné­

tique aux phénomènes de spéciation (phénomène de dérive ~énétique)

ainsi qu'aux relations intra et interspécifiques (cas des espèces

j ume Ile s) •

L'étude des aberrations chromosomiques est donc intéres-

sante

- d'un point de vue théorique par -la conna~ssance des gènes

et de leurs allèles, ce qui permet l'établissement des cartes cyto­

logiques traduisant l'agencement des gènes dans les chromosomes,

- d'un point de vue pratique ~ par l'utilisation cytotaxo­

nomlque des cartes cytologiques ("ainsi, l'examen des chromosomes
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permet de distinguer, en m01ns de deux secondes, les bous-genres

Cellia, Nyssorhynchus et Anopheles "KITZMILLER, com. ?era.).

- par l'utilisation des gènes sélectionnés ùans le cadre

d'un programme de lutte biologique (gènes marqueurs, gènes condi­

tionnant susceptibilité à l'infection, gènes responsables de la ré­

sistance i certains insecticides, stérilit€ complète ou semi-stéri­

lité .•• ).
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II - CYTOGENETIQUE ET' GENETIQUE D'Aedes aegypti

Cette itude fut amenie du 10 au 22 avril 1972 dans ies ..labora­

toir~~ 4u Profe~seur G.B. GRAfG-J~. (Department of Biology, Univers

sity of Notre-Dame, Indiana, U.S.A.). Ces deux semaines de stage

itaient, ividemme~t, trop courtes pour entreprendre un important

travail personn~l pratique, aussi avons nous principalement observi

les activitis essentielles du laboratoire'et les techniques cou­

ramment utilisies.

Pendant ce sijour nous avons pu avoir des conversationi tris

intiressantes avec le Professeur TRPIS qui itudie actuellement

l'ithologie d'un moustique carnassier (Toxorhynchites brevipalpis)

dans le cadre de' la lutte biologique contre Aedes ae·gypti. Nous

avons suivi une conférence faite par le Professeur RAI sur la cyto­

gênétique d'Aedes aegypti et ses essais de lutte biologique aux

Indes par lâchers de mâles semi-stiriles. Nous avoüs ~ssisté â quel­

ques expiriences faites par les itudiants du Professeur CRA~G, ainsi

nous avons pu noter les conditions de travail et la mithodologie

employie.

Tous les renseignements concernant la ginétique d 1 Aedes

aegypti sont regroupés dans le chapitre "Genetics of Aedes aegypti"

de CRA~G et HICKEY (in WRIGHT et PAL, 1967). Nous nous contenterons

de rapporter ici nos observations, nos infoîœetions et un résumé de

nos conversations.

MATTINGLY (1957-1958) note l'importance des recherches géné­

tiques pour une meilleure compréhension de la biologie, le ràle vec­

teur et le contrôle d'Aedes aegypti • "Cytogenetic studies would be

of ·great benefit implemeuting the information being gained through

other genetic procedure" }.1ESCHER (1963).

La cytbg_nétique d'Aedes aegypti se heurte a un problème maté­

riel dans la mesure où il est tris difficile d'obtenir de bonnes·

préparations de chromosomes. Pourtant depuis SUTTON (1942) les

essais furent a~ssi nombreux que variés mais aucun n'~ permis l'ob­

servation cor~ecte et complite des chromosomes polytines. ALDIGHIERI

(1961) et MESCHER (1963) purent faire des photographies de portion

de chromosomes relativement bien déroulis mais ne purent dresser

les cartes complites du bending-pattern de chaque bras.

/
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11-1-1- Elevage des larves po~r l'examen des chrofuosomes polytines.

a) Méthode de ~~ESCHER (1963)

Pour l'étude cytomorphologique.d'Aedes aegypti, Mli~SCHER

(loc. cit.) élive ses larves dans une èau maintenue à l8~2loC.

Comme nourriture ces larves .reçoivent journellement un mêlange de

. "Liver powder + RNA pO\'ldered + brewer yeast powdered il
• Ces bacs pré-"

sentent to·us une faible densité larvaire, comme pour les anophiles.

(100 à 150 larves pour des bacs d'environ 1,5 litre de·contenance.

b) Remarques personnelles

KITZMILLER (corn. pers.) nous avait fait remarquer l'amélio­

ration apportée aux préparations de ch·romoscmes lorsque les larves

étaient ~levées en milieu légirement salé.

Nous avons préparé cinq bacs à larves avec la:"souch~ ROCK"

1 bac d'eau normale

- 4 bacs d'eau salée:

3/4 eau normale + 1/4 eau salée Cl Na 7,5 <:7

1.

3/4 eau normale + 1/4 eau salée Cl Na 10 %

3/4 eau normale + 1/4 eau salée ClK 7,5 %

3/4 eau normale + 1/4 eau salée ClK 10 %

Ces bacs étaient tous maintenus à la même température et la nourri-·

ture était dispen~ée de la même façon.

Nous avons remarqu8 une modification de l'évolution larvaire

en fonction du milieu

+ Cl Na 7,5 % l'~volution des larves est apparemment ralentie par

rapport à la souche témoin élevée en. eau normale.

+ Cl Na 10 %

+ Cl K

évolution larvaire ralentie par rapport à la souche

témoin. Lorsque le lot témoin présente une nymphose

complète le lot élevé dans'ce milieu n'a montré aucune

nymphe.

7,5 % l'évolution est accélér2e par rapport à la souche té-

+ Cl K 10 %

moin. LB nymphose est ici d'environ 90 % lorsque' le

lot témoin présente une nymphose de 50 % environ.

€volution similaire à celle observée dans le lot p~é­

c~dent.
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I~-I-2- Chromosomes polytènes

a) Dissection d~s larves et préparation des glandes salivaires.

Pour l'observation des c~romosomes" il est préférable de dis­

séquer les glandes salivaires des larves au "milieu du 4ème stade".

La dissection (cf. fig. 8) comporte les phases suivantes

- Prélever les larves choisies en fonction de leur taille.

- Placer la larve dans une goutte d'eau physiologique face dorsale"

vers le haut.

Découper la cuticule de la région antérieure du thorax.

- Tirer délicatement la tête tout en pressant légèrement sur le tho­

rax afin de mieux faire sortir les glandes.

- Séparer ainsi entièrement l'ensemble tête + glandes salivaires du

reste du corps que. l'on jette.

Mettre l'ensemble dans une goutte d'acide à 0,15 N

pendant trois minutes.

- Passer ensuite l'ensemble tête + glandes salivaires dans une goutte

d'acéto-orcéine additionnée de chloroforme (orcéine à 1 % + acide

a~étique à 45 % + quelques gouttes de chloroforme). Cette colora­

tion dure de 3 à 5 minutes.

- Séparer les glandes salivaires da l~ tGte et placer les glandes

dans une goutte d'acide acétique ~ 45 %, recouvrir d'une lamelle.

La préparation est ainsi prête pour l'observation initiale~

Cette méthode a reçu diverses variantes. une autre technique fait

passer les glandes successivement de lJacide au mélange

acéto-orcéine chloroforme puis orcéine acétolactique.

Pour notre part nous avons utilisé la _ . technique fixa-

tion-coloration de FRENCH et al. (i962)'employée pour l'étude des

chromosomes d'anophèles (cf. chapitre précédent).

Co~trairement aux anophèles les glandes salivaires d'Aedes

aegypti se composent

- d'une partie distale arrondie possédant quelques 6 noyaux

à chromosomes "étudiables".

- d'une partie proximale allongée, avec de nomb~eax noyaux

dont les chromosomes ne sont pas "lisibles".
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b- Rês~ltats et observations des chromosomes polytèaes-

bl - Observation~ personnelles.

Ne connaissant pas prêcisêment l~ :du~ê~- de chaque stade lar­

vaire et cette évolution étant apparemment accêlêrée lorsque les

larves sont élevées dans un milieu salinifié au chlorure de potas­

sium, nous n'avons pu observer les chromosomes des !llo'ts ClK" ; nos

dissections ont êté faites trop tardivement et ces chromosomes mon­

traient èêjà des signes d'histolyse.

Par contre les observations, quu nous avons pu faire sur les

préparations des larves &levées en eau s~l~c ~u chlorure de sodium,

se sont montrêes "satisfais~ntes et enco;.n~ag'::ant(~s" R.I\I (com.pers.),

surtout par rapport à celles faites av~c le lot ~Gmoin.

Nous avons pu obtenir qu~lqlles belles portions de chromosomes

bien déroulêes et montrant des bandes bien colo~ees.

N'êtant pas spêcialiste en cytomorphclogie d:Aedes aegypti,

nous n'avons pu essayer d'établir la ~arto8raphie e~ l'intcrpr~ta­

tion de ces chromosomes qui, il pr~me abord. semblent beaucoup plus

difficilès à lire que ceux des anophèles. Cependant notre "am~liora­

tion" a été estimée par le Professeur RAI qui a décidé d1approfondir

et étudier systématiquement cette te~hnique. Nos prêparntions ont été

ramenées à Bondy et laissées à la disposition de toute personne s'in­

têressant aux chromosomes rl'Aedes aegypti.

b2 '- Travaux de ..tff.~SCHER (1963) et RAI.

Selon les observations de RAI (corn. pers.) et _MRsCRER (loc.

cit.) de nombreux facteurs conditionnent l'obtention de bonnes pré­

parations de chromosomes. Il y a une certaine corrêlation entre le

nombre de noyaux dans la portion distale des glandes et la taille des

chromosomes ; plus le nombre de noyaux est faible plus les chromoso­

mes sont grands.

Il existe aussi des variations selon les souches

de certaines souches éclatent plus facilement que d'autres, les chro­

mosomes de certaines souches sont plus "discrètS "" que d'autres. Les

souches les plus favorables ont semblé être: Miniature, New--Orléans,

Texas D, Texas Y, India, Israel.
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Les auteurs ont aussi remarqué une "relation 1ridente ll entre la

longueur des chromosomes polytènes et celle des ch~c~osomes mitoti­

ques des cerveaux de laives. De ce fait, certaines esp~ces ont pu

être classées en fonction de la taille des chromosomes.

L'étude de l'évolution de ces chromosomes a permis de mieux

saisir leur structure lors des observations cytomorphclogiques.

Le développement des chromôsomes polytènes chez Aedes aegypti

peut être facilement suivi. D'abord filaments faiblement colorés

(chez les larves du stade 1) et contenant quelques granulations

sombres,les chromosomes s'apparient graduellement. Les granules sont

alors suffisamment larges pour apparaître soue [or~e de bandes.

Les synapses ne sont jamais complètes avant le 3ème stade ou le

début du 4ème stade larvaire. Le degré de fusion des chromosomes ho­

mologues varie le ~ong du chromosome et d'une préparation ~ l'autr~.

Les "meilleurs" chromosomes sont observables au début ou au. mi­

lieu du, 4ème stade larvaire, lorsque les synaps~& sont complètes.

Chez Aedes aegypti il n'y a pas de chromocentre évident bien que

les chromosomes soient généralement rattachés les uns aux autres en

des endroits précis (plus ou moins précisés d'ailleurs). Ce point ne

doit guère nous étonner puisque, pour d'autres espèces de culicinae

aussi, l'existence d'un chromocentre n'a pas été r~PP0r.têe

(KITZMILLER ét FRIZZI, 1954 ; KITZMILLER et KEPPLER 1961). Les chro­

mosomes d'Aedes aegypti sont habituellement rattachés les unD aux

autres par leur partie terminale et, tout au plus, peut-on distinguer.
deux terminaisons dans un noyau intact. En outre ces adhésions ter-'. ..
minales demeurent présentes même après l'écrasement, phénomène déjà

rencontré chez d'autres diptères (HINTON et ATWQOD, 1941}. Ces adhé­

sions constituent évidemment un problème dans la mesure où une trop

forte pression effectuée en vue d'obtenir un meilleur déroulement, en­

tra~il.e,. en fait, une .rupture des chromosomes. Il est donc très dif­

ficile de suivre un chromosome unique vu les nombreuses cassures et

les attachements latéraux qu'il. présente~ _ Ces attachements laté­

raux se font au niveau ftes' régions hétérochromatiques, régions qui

sont "dispers~es" le long des chromosomes, entr2 les régions donnant

des bandes (SUTTON, 1942). La possibilité d'obtenir de "bon' chromo-,

·S 0 mes " bien lisibles et b :J:: n déroulés est, en partie, fonction de leur
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longueur. De tQutes les espèces culicidiennes actuellement étudiées

les chromosomes d'Aedes aegypti sont parmi les 'plus longs. Ils con­

trastent fortement avec ceux des anophèles qu~ se dé'roulent beaucou'p

plus, facilement et présentent une longueur égale qu 1/3 Ge ceux

d'Aedes aegypti.

En outre le fait que ces chromosomes présentent des i~versions

hétérozygotes se traduisant par des régions "twisted" ou des boucles

ajoutent à la d~fficulté d'obtènir de bonnes préparations.

c) Discussion - Perspectives.

Les nombreuses difficultés (siGn~lées plus haut) présent~es

par les chromosomes d'Aedes aegypti ont retard~ l'étude cytomorpho­

logique et aucune carte n'a pu, à ce jour, être dressée. SUTTON

( 10 c. c i t .) arema r q u é que l' age n cemen t des b an d e.s est i Îl ter rompu

par cles"we a k s pot s", ce r t a i n e spar t i e s son t rel i:é e spar cl e 5 fil a ­

ments atténués et les chromosomes cassés tendent à adltérer aux au­

tres parties rompues. Cet auteur conclut que, bien qu'il soit po~si­

ble d'établir la carte du bandine-pattern de courtes régions, il

est fort douteux que la s6quence de tout un chromoGü~q puisse être

déterminée.

ME,SCHER (1963) a pu surmonter une partie de ces difficultés

et obtenir des préparations avec chromosome entier et bien déroulé.

Certaines régions ont ainsi pu être reconnues d'une prépara­

tion à l'autre et les chr~mosomes ont alors pu être identifiés indi-.

viduellement. Cependant "it seems unlikely that the polytene chromo­

some of Aedes aegypti will ever be as useful to cytogenetists as,

for example, those of Knopheles or Drosophila" _!'lE.S.9HER (loc" cit.).

Il faut çependant poursuivre dans cette voie car il est nécessaire ~.

d'obtenir les cartes d~ glandes salivaires d'Aedes aegypti.

D'ores et déjà,une grande quantité d'informations sur les

linkages et les mutations ont été accumulées par de nombreux labora­

toires travaillant sur cette espèce. Des progrès ultérieurs dans la

compréhension des mécanismes génétiques seraient grandement facili­

tés par des observations directes sur les chromesomes (RAI, corn.

pers.).
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11-1-3- Chromosomes mitotiques.

L'examen des chromosomes somatiques est' intéressant dans la

mesure où il complète l'observation des chromosomes polytènes

(KITZMILLER, com. pers.). Cet examen est essentiel pour certaines

espèces, tel Aedes aegypti, dont les chromosomes polytènes n'ont pu,

jusqu'à pré'sent, être .cyto1ogiquement "utilisables". Une délétion,
, .

voire une translocation, est facilement observable sur les chromoso-

mes somatiques.

Ici aussi nous n'avons pas la prétention de faire un résumé

des principaux travaux relatifs aux chromosomes mitotiques d'Aedes

aegypti. Cependan4 le Professeur RAI, l'auteur Je la majorité des

études sur les karyotypes de moustiques (RAI, 1961 1963a) a bien

voulu nous accorder quelques conversa~ions et nous faire obse~ver d~s

préparations de tels chromosomes.

a) Principales techniques.

"

Les principales techniques à utiliser pour obtenir de bonnes

préparations de chromosomes mitotiques sont indiquées dans le chapi-,

tre "~echniques for the study of cytogenetics and genetics of vec­

tors" (RAI,in loJRIGHT et PAL, 1967).

,Le Professeur RAI nous ~. donné un document ronéotypé ccincer­

nant la méthode qu'il emploie habituellement:

- choisir une larve du début du 4ème stade (à ce stade les trompettes

respiratoires ne sont pas encore développées).

- fixer la larve pendant 2 à 5 minutes dans une solution ainsi com-
1

posée + Méthanol 6 parts

+ Chloroforme 3 parts

+ Acide prop~on~que 2 parts

Cette solution agit à la fois comme fixateur et milieu de

conservation, elle ~oit être préparée peu avant f'emp1oi.

Les larves ,plongées dans un 'tel milieu et placées au réfri­

gérateur peuvent être ainsi conservées plusieurs mois et donner en­

suite de bonnes préparations. Un autr2 fixateur est aussi couramment

employé, il s'agit' du Carnoy modifi~ (1/3 ~hloroforme, 1/3 acide

a'cétique glacial, 1/3 alcool absolu').
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- ôter le cerveau de la capsule céphalique

différentes techniques soni: utilisées 'pàur "sortir" le cerveau de
. .:.

la tête et, comme pour toute dissection chacun adapte sa technique

personnelle. L,'essentie1 est toujours d'Ste~~ rapidement l'organe à

étudier, en l'occurrence le cerveau, et de l'ôter sans le léser.

colorer le cerveau pendant 10 à 15 minutes dans une solution d'or­

céine acéto-lactique à 2 %.

recouvrir d'une lamelle et presser très lentement et de façon uni­

forme; contrairement' aux anophèles où il faut appuyer très forte­

ment, pour Aedes aegypti parfois le simple' poids de la lamelle peut

suffire à faire écarter les chromosomes.

- luteE~la préparati6n avec du vernis à ongle incolore.

Ain~i préparées les lames peuvent être conservées au réfrigé­

rateur pendan~ p1~sieurs années. Ces préparations peuvent être mon­

tées de façon permanente, la technique est la même que pour les

~landes salivaires des larves d'anophiles.(cf. chapitre 1-2-4, p. 14).'

b).Observations.

Nous avons effectué (selon la méthode de FRENCH et ~., 1962)

'des préparations de glandes salivaires pour essayer d',obtenir des

chromosomes po1ytènes. Au cours de nos premières dissections nous

avons prélevé d'a~tres tissus avec les glandes salivaires et lors de.

l'examen mic~oscopique nous avons eu la chance d'observer dana ces

tissus, non déterminés, de très beaux chrumosomes mitotiques. Avec. .
l'aide du Professeur. RAI nous avons a?profondi notre examen et aussi

remarqué que le karyoty~e d'Aedes aegypti était représenté par trois

chromosomes: 2 ayant la même longueur et un 3~m~ plus petit. Nous

avons pu "voir" des 'figures intéressantes: métaphase en vue laté­

rale, métaphase en vue polaire, télophase avec reconstitution du ma­

têriel génétique' dans chaque cellule fille. Les chromosomes mitoti-
. - .

ques étaient larges, bien colorés et le Professeur CRAIG nous a cer-

tifié (gentillesse de sa part ?) que c'était la première 'fois qu'il

voyait de tels chromosomes. Montée de façon temporaire cette lame n'a

*pu ,malheureusement, être conservée, elle nous a cependant donné la

possibilité d'avoir une première entrevue avec 1e·Pr. RAI .. Entrevue

qui fut suivie de :que1ques entretiens au cours desquels le Pr RAI nous

a expli~ué ses travaux.
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Etudiant les chromosomes des glandes salivaires et améliorant la

technique, d'écrasement~ SUTTON (1942) indique que le nombre de, chromo­

somes somatiques est de 2n = 6.

BAI et CRAIG (1961) et BRELAND (196l)~ pratiquement en même temps,

confirment que le nombre diploide de chromosome dans les cellules cer­

vicales d'Aedes aegypti est de 6. Si ce nombre de 2n = 6 est bien fixé

par contre de nombreuses contrev~rses se sont êlev&es quant. au détail

de ce karyotype (RAI, corn. pers.). Il est cependant admis que deux pai­

res de chromosomes sont relativement gr~ndes tandis que la 3è~e est

plus petite.

Selon RAI (1963a)' une des pa~res de grande taille est légèrement

submétacentrique tandis que les deux autres sont métacentriqu~s. En se

basent sur la taille et la position du centromère les chromosomes peu­

vent donc être individuellement reconnus, ils .ont r~çu la désignation

l, II~ III.

,Dans les tissus du cerveau ces chromosomes mesurent, approxiœative~"

ment 5, 4 ; 6, 9 et 7, 6 microBs respectivement à la mitaphase.

AKSl'EIN (1962) a trouvé, un autre "marqueur" en montrant qu'il existait

une constriction secondaire sur un des grands chromosomes.

La possibilité de distinguer les 3 paires de chromosomes se montre

particulièrement utile dans les études ayant pour but la corrélation

entre les groupes de linkages et les chromoso~es visibles (RAI, corn.

pers.).

Nous n'allons pas repr~ndre ~c~ l'article ~e CRAIG et RICKEY (in"

WRIGHT et PAL, 1967) sur ce sujet mais signaler nos observations et

faire un résumé de nos conversations centrées sur cet important chapi-

tre.

Si la morphologie, la biologie, la ~hysio1ogie d'Aedes aeBypti

(LIMNEE, 1762) ont été bien étudiées (CRRISTOPHERE, 1960 ~ CLEMENTS,

1963) par contre la génétique de cette espèce n'ftait; jUG1U~à un passé

très récent, que fort peu connue "He mutant forms .:l?pear ta have heen

described in" ~edes aeguti." (CERISTOPHERS, lac. cit.).
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Le diveloppement des phinom~nes de risistance s 1'illiportance ico­

nonique et midica1e et l'ilevage facile de cette esp~ce ont stimul€ les

travaux consacris à la ginétique d'Ae~es aegypti (MATTINGLY, 1957~ 1958

BOZEBOOM et KITZMILLER, 1958 ; MAC CLELLAND, 1962a, b, c, cl ; DAVIDSON ei

'l'ASON, 1963 ; CRAIG et HICKEY, 1961, 1967 ~ BHALLA et CRAIG s 1970).

La majoriti de ces recherch~s fut consacrie à l'isolement et la

caractérisation des mutants et mutations. Quelqu~s 82 mutations ont

ainsi pu être étudiées, principaleme?t par le Pro CRAIG et son équipe

qui reconstituent un "puzzle" (CRAIG, com. pers.).

En janvier 1972 quelques 163 souches de 26 espèces de moustiques

étaient disponib1es s pour toutes sortes d'études, au "WHO International

Reference Center of Aedes", NOTFE-DAME, INDILNA.

II-2~1- Elevage des mutants et maintien des souches

a) Souches et observations personnelles .

. al-' !'~atêriel.

Afin d'expéri~enter par nous-~ême les techniq~es.d'élevase des

mutants (CRAIG et VANDEHEY, 1962) puis d'observer certains phénotypes

mutants le Pro CRAIG a mis à notre disposition 9 souches d'~edes a~~.

+ souche ROCK forme type Aedes aegyr: ti aegypti---
+ souche DHOW forme pâle = Aed.es l!.~gy~i ver queenslandensis----
+ souche BHAI-1BA forme sauva~es prim.itivement ~ Aedes aegypti

souche BZ-PH

formosus provenance

bronze - white eye

Ouganda \

+ souc;he SASI

+ souche RE-RU-SM~ red:eye, rust eye, small antenna

+ souche D8A-WART ea~k scutum

spot abdomen

~HHt palp

yello~l .larva

sable-sooty (abdomen n01r d'en~re)

silver mesonotum

+ IXSBPD black peè.icel

spot abdom.en

int~rsex
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+ souche MIN-BLT miniature

black tarsus •

a2) Remarque s

Toutes les explications sur ces mutations, et leur groupe de

linkage, sont décrites dans le chapitre de CRAIG et HICKEY (1967).

Cependant le fait d'avoir ces souches d'une part, les conseils du
. .

Pro CRAIG, d'autre part, nous a per~is de faire quelques observa-

tions ~ur ces mutants.

- Bronze: larves, nymphes et adultes sont affectés par c~tte muta­

tion. L'allèle bronze est de type' récessif. Pour mainte­

nir la souche il faut effectuer le croisement mâle bronze

par femelle hétérozygote pour ce caractère.

Les femelles homozygotes bronze sont st~rïles, elles .pon- .

dent mais les e~bryons meurent dans les li heures qui sui­

vent l'oviposition.

Les mâles homozygotes bronze sont entièrement fertiles.

~ous avons crbisé les m§les bronze avec les femelles hété­

rozygotes et obtenu une sêrie 'de pontes ramenée aux labo­

ratoires de Bondy.

- White eye : Caractère très intéressant car les 'larves sont aussi

affectées. Il ~ Sté obtenu toute une graduation dans l'in­

tensité de la coloration des yeux des imagos .: du blanc

au rouge pourpre.

- Red-eye : Cette mutation présente une pénétrance complète mais une

expression variable. Ce caractère expliqu~ les variations

de couleur citées préc~demment et obtenues en fonction des

gènes' associés.

- Rust-eye : Le degré de coloration des yeux des individus affectés

par cette mutation, est, ici aussi, variable. En asso­

ciant les deux caractères red-eye et rust-eye (souches que

nous avions) les imagos obtenus présentent des yeux roses

("pink-eye) qui, avouons-le ,paraissent.. assez étonnants.

- Small antenna : Ce caractère est visible dans le9~ deux sexes .~

les antennes sont vraiment réduités et leur taille est

approximativement le 1/3 de celle des antennes de type

sauvage •
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.- 'Dark~·scrutum

.. Spot abdomen

- Hart pa1p

- y = ye110w 1arva

, .- Sab1e-sooty

Si1ver

~. Black pedice1

- Intersex

." 3 6 -

Il Y a toute une série de facteurs affectant les

"cordes de la lyre" (CRAIG et HICI:EY, loc. cit.).

Pour notre part nous avions la mutation "dsi"

qui, sur un t:rro:raic au fond noir, ne laisse appa-·

raître que les bandes antérolatéra1es en forme

de. croissant: Les bandes médianes et postéro1a­

téra1es sont absentes.

Ce caractire est tris variable (MAC-CLELtAND,

1962). Notre souche présentait des taches laté­

rales très petites, quasiment absentes •.

,Ce caractère nous a semblé bien visible chez les

femelles qui montraient des écailles blanches i

l'extrémité-des palpes. Fa1pes d'ailleurs affec­

tés dans leur forme puisque ~Dnique ou en forme

de "club" il leur partie distale;. Les palpes des

mâles montrent une zone élargie:· entre les 'seg'-
\. - ,,;:

ments 2 et 3.

Caractère éminemment intéressa~t et de très

grand intér@t pratique. Ces larves jaunâtres ou

pRIes sont immédiatement sépé!-,rables des larves

de type sauvaee. Cet all~le p~ut donc @tre con­

sidéré comme un très bon marqueur.

Les adultes affectés par cette mutation présen­

tent un abdomen absolument noir, d'un "noir

d'encre" ou "noir.de fumée" (CRAIG, corn. pers.).

Toutes les caractéristiques de cet important, et

pratique facteur sont indiqués par CRAIG et

H1CKEY (1967). La souche que nous avons élevée

présentait un mesonotum entièrement argenté.

Le torus, a la base de l'antenne, est entière­

ment noir, ne présentant aucune écaille argentée.

Gène très intéressant ~ ~tudier et dont l'effet

est fonction des conditions d'~levage larvaire:

+ temp~r~ture de l'eau de bac ~ 27°C mâles~et

femelles normaux et fertiles.

+ tempirature de l'~au 35°C pendant tout le d~­

ve10F?ement larvaire : les mâles sont féminisés



- 37 -

ces individus génotypiquement mâles et phénotypique­

ment femelles se, comportent comme des femelles nota~~

ment quant à l'a1imentatio~ sanguine.

+ température du bac élevée pendant les deux prem~ers

stades larvaires puis les larves Sont replacées dans

les conditions normales. Les mâles apparaissent alors

avec une seconde série d'appendices génitaux situés

sur le 8ème segment abdominal: Ces mâles sont ferti­

les. Nous avons rapporté cette souche à Bondy où de

telles conèitions,G'é1evage peuvent .être reprises et

les résultats observables par toute personne inté­

ressée.

- Miniature Mutation très importante et de grand intérêt pratique.

dans la mesure où ces mutants peuvent servir de maté­

riel d'étude parfait sans qu'il y ait aucun risque de

contamination à l'extérieur du laboratoire. En cas

d'évasion acéidente11e de que1ques'spécimens ceux-ci

ne ~euvent survivre dans les conditions naturelles.'

Tout le corps de l'adulte ainsi que de'l~ nymphe est

af~ecté par cette mutation.

- Black tarsus Les tarses,

entièrement

surtout de la 3ème paire de patte, sont

noirs, 1es"bandes blanches étant quasi-

ment absentes.

Ainsi que nous l'avoris signa15 ~ plusieurs reprises toutes ces

souches, que nous av~ns ~levées et cbser?6es ~ NOTRE-DAME, ont ét6

ramenées en France où de telles expériences peu~ent être reprises.

b) Elevage de routine des mutants

Les 110 souches .d'Aedes aegypti ne sont pas élevées en perma-

nence les locaux et 1~ personnel du laboratoire n'y pourraient suf-

fire. Aussi les souches sont conservées (cf. chapitre suivant) et

tous les six mois environ elles sont "relancées". Sont aussi élevées

les souches faisant l'objet de travaux fondamentaux de la pert des

étudiants du Professeur CRAIG (cf. plus loin).
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En ilevage de routine, les oeufs sont conserv~s 48 heures i sec

puis placis dans un bac contenant de l'eau déoxygénée ou bouillie.

Ce manque d'oxygine accélire l'éciosion qui p~ut 6tre complite en

une dizaine de minutes. L'éclosion est hâtée et uniforme si l'on

fait passer un faible courant d'ozone au-dessus de la coupelle con­

tenant tous les oeufs d'u,ne p'onte (T~,PIS, corn. pers.). On peut soit

placer les oeufs dans le bac et ajouter de l'eau, soit mettre l'eau

en premier et les oeufs ensuite. Autre mithode, mettre un peu d'eau

dans le bac, placer les oeufs et" apr~s l'éclosion r~jouter de l'eau.

Le nombre d'oeufs par bac (33 cm de ~, 8 cm de profondeur, environ
.

1,5 litre d'eau) doit 6tre infp.ri~\1r à 500 pour avoir des conditions

,d'élevage favorables.

Dis le premier jour les larves sont nourrl.es avec du "Liver

powder" (foie en poudre mélangé à de l'eau en plus:QU moins grande

quantité selon que l'on désire une nourriture richè':oupas). Ce

"Liver powder" entraîne un développement des micr~b~~ qui utilisent,,", "',-,

l'oxygine de l'eau ce qui accélire'encore l'éclosion. larvaire. Le
.'. ~~ ;..

pourcentage d'iclosion larvaire varie entre 80 et 90 % selon les

souches. La durée de vie larvaire est de 5 à 6 j ou,r·s" et le pourcen-
~.• ' 1.., ,~

tage de nymphose est de 100 %. 1.?;

Les nymphes sont triées, mâles (les plus petits) d'un côti, fe­

melles de l'autre. Les nymphes sont ensuite placé~~ dans un gobelet

de carton dont la moitié inférieure est remplie de coton humide sur~

monti d'un papier filtre. Sur, ce gobelet s'adapte une petite cage,

aussi en carton, qui sert à recueillir les imagos nionates. Environ

48 heures apris l'isolement des nymphes, toutes les icloiions:im~ii­

nales ont eu lieu et ,les adultes sont alors placés dans des cages

d'élevage, en fonction de l'expérimentation voulue. Ces cages sont

reprisentées par des cylindres en carton, contenance 1 gallon, la

face supérieure est constituée de tulle moustiquaire, un trou pro­

~ongi par un manchon est pratiqué le long de ce cylindre et permet

la manipul~tion des moustiques.

Il est recommandé de ne placer qu'environ 200 adultes p&r ca­

ge. La cage contie~t un petit récipient servant de pondoir. L'alimen­

tation glucosée est obtenue à partir d'un cube de sucre ou d'une tran­

che de pomme bouillie déposée sur la paroi supérieure de la éage.
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L'alimentation sanguine est obtenue à partir d'une souris anesthésiée

placée sur la cage. Le rythme des repas de sang est variable se~on

l'élevage que l'on désire: élevage de routine ou intensi~. Norma1e-'

ment les femelles d'Aedes aegypti sont nourries tous les 4 à 5 jours.

Les oeufs doivent être ramassés tous les deux jours, quatre jours

après le repas de sang représentant le délai maximum. Il faut bien

veiller à ce qu'aucune éclosion larvaire n'ait lieu dans la cage

d'élevage des adultes.

Les pontes".nous l'avons signalé plus haut, sont conservées 2

jours "-à.sec". afin que toutes les éclosions soient simultanées. Cet

élevage est pratiqué çans un insectarium maintenu à 28° C et 80 %

d'humidité re1ativ~.

c) Conservation des souches.

Les souches des "mutants" sont conservées dans une "banque" re­

présentée par une série de grandes étuves maintenues .. à 80 % d'E.R. et

16°C. Les oeufs sont placés sur un pap1er filtre introduit dans de

petits gobelets en carton. Il faut remarquer que le pourcentage d'éc10­

sion,est fonction èu temps de conservation. Après six'mois ï1 n'y a

plus qu'environ 50 % d'éclosion, pourcentage qui devient très faible

après un an. Le maintien des souches nécessite donc de les "relancer"

tous .1es six mois comme nous l'a bien recommandé le Pro CRAIG.

11-2-2- Cartes géniques.

L'établissement des cartes géniques ("chromosome mapping") est

de première importance en génétique formelle mais aussi dans le cadre

des programmes de contrôle des vecteurs.

L'étude cytomorpho10gique ne permettant pas la localisation

des gènes, celle-ci est établie, génétiquement, par l'étude de la

descendance de certains croisements.

La.transmission des caractères peut être de deux types

- liée au sexe

- autosoma1e.

Des 82 mutations jusqu'à présent signalées. 28 loci ont ainsi

pu être déterminés (fig.9). 10 gènes se sont montrés être de type "lié
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au sexe" et, de ce fait, considéré être du groupe de linkage l tandis

que les 18 autres sopt de type autosomal'et .furent placés dans les

groupes II et III. Ces trois groupes de linkage correspondent aux
. .

trois paires de chromosomes'mis en évidence et étudiés par BRELAND

(1961) ; AKSTEIN (1962) et RAI (1963a).

Nous avons demandé a~ Pro CRAIG quelle était la m'thodologie

pour déterminer le groupe de linkage et la position d'un gène. Le Pro

CRÀIG nous alors confié "aux bons soins" d'un de ses étudiants,

PETERSEN, qui étudie actuellement la position du gène "palpantennate".

L'adulte affecté par une telle mutation est 'un "mutant homéiotique"

dont les palpes présentent les caract~ristiques morphologiques des

antennes ~ segmen~ation, ornementation ..• Cependant, avant de relater

le travail de notre camarad~ PETERSEN, nous pensons qu'un rappel

succ'inct des phénomènes génétiques et leur utilisation en "chromosomë

mapping" n'est pas inutile.

a) Rappels succinc'ts

al) Phénomène de linkage.

Les gènes montrant une ségrégation non due au hasard sont

localisés dans un unique chromosome ; ils tendent à rester ensemble

dans la descendance (linkage) et sont agencés selon une série linéai­

re. Deux gènes proches dans cette série linéaire montrent une asso­

ciation plus étroite que deux gènes éloignés l'un de l'autre (MORGAN,

1911). Nul mieux que cet auteur ne peut, évidemment, décrire et ex­

pliq~er ces phénomènes de linkage aussi nous citerons, in extenso;_,

un extrait de sa publication originale que nous avons pu lire ~

NOTRE-DAME. "He find coupling in certain character and little or no

evidence at aIl of coupling in other èharacters, the difference de­

pending on the linear distance apart of the chromosomal materials

tha t repre's ent the f ac tor s. Such an exp lana t i on wi Il ac coun t for

aIl of the many phenomena that l ~ave observed and will explnin

equally, l think, the other cases 50 far described. The results are

a simple mechanical resu~t of the location of the materials -~n t~

chromosomes and of the method of union of homologous chromosomes and·
1

the p~oportions that result are not so much the expression of a nume-

rica!' system as the relative loca·tion of the .factors in the chromo­

some. Instead of randoo segregation 1n Mendel's sense we find asso-
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ciation of factors that are located near together in the chromosome ll

(MORGA~, loc. cit.). Cette dernière phrase est d'un intérêt capital

pour l'établissement des cartes chromosomiques.

a2) Caractères liés au sexe.

Dans la majorité des espèces à reproductio~ sexuée, une

association complète (linkage) entre les gènes d'un même chromosome

est rare; quand elle est présente elle n'apparaît que dans le sexe

hétérogamètique (BAKER et RABBANI, 1970).

Chez les Culicinae la détermination du sexe est le fait·

d'une paire unique d'allèles ou d'une portion de chromosome pour

laquelle le mâle est hétérozygote M-m et la femelle homozygote rn-m. Il

en est ainsi pour les représentants du complexe Culex pipiens .(LAVEN,

1957 ; WILD, 1963 ; VAN DE REY, 1967) et· pour Aedes aegypti (MAC

CLELLAND, 1962, 1966 ; BHALLA et CRAIG, 1967 ; BHALLA, 1968). Con­

trairement aux ~nophelini, qui présentent un chromosome l hétéromor­

phique, les Culicinae n'ont pas de chromosome~ sexuel sensu stricto;

chez Aedes aegypti le sexe est déterminé par une ·paire d'allèles por­

tée par une portion du chromosome l, le mâle est hétérogamètique et

la femelle homogamètique. De ce fait le locus sexuel est ut·ilisé

comme marqueur génétique pour les études de linkage des caractères

nortés par le chromosome l (groupe de linkage 1).

Les gènes de ce groupe présentent un mode de transmission

particulier de type lIlié au sexe ou "sex-linked inheritance ll • Le

chromosome Y, composé essentiellement d'hétérochromatine ne recèle n~

les mutants récessifs ni les allèles dominants d'aucun des gènes. De

ce fait, les mâles XY présentent un phénotype déterminé par les gènes

du chromosome X, constitué pri~cipalement d'euchromatine. Les gènes,

de caractère récessif, liés au sexe sont donc régulièrement trans­

mis, à la FI de la mère à l'enfant de sexe mâle et jamais du pèr~ à

l'enfant; ces gènes ainsi transmis s'expriment dans lœ conditions

d'hémizygoti~ (cf. diagramme des croisements s planches'lOa, b et C)'

Lei femelles issues de tels croisements peuvent ~tre homozygotes ou

hétérozygotes pour n'importe quel gène lié àu sexe tandis que le mâfe

n'ayant qu'un représentant du gène "sex-linked" est dit lIhémizygotell.
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a3) Phénomène de Crossing-over

Le crossing-over, ou enjambement, est un phénomène' qu~ se pro­

duit à la méiose et qui consiste en un échange de segments entre chro­

mosomes homologues (fig. 11). Cet échange de segments entraîne un

réarrangement de l!agencement des gènes dans chaque chromosome con­

cerné (fig. 6 et 7).

s'il n'y a pas de crossing-over deux gènes d'un même chromosome

demeurent indéfiniment associés. Ce phénomène de crossing-over est

donc très important dans l'histoire de l'évoluti~n des espèces. Il

permet à chaque gène d'un chromosome de participer à la reconstitu-
. .

tion d'un pool génique de la même façon que les gèaes portés par des

chromosomes différents, étendant ainsi le bénéfice évolutionnaire de

la reproduction sexuée aux gènes d'un même chromosome.

Si un èrossing-over se produ~t en un point quelconque le long "

d'un ch~omosome, deux gènes peuvent être séparés, très rarement ~'ils

sont proches mais plus fréquemment s'ils sont éloignés.

En observant la fréquence de recombinaison de plusieurs gènes

il est possible d'établir une carte de l'agenceme~t des gènes ("linka~

ge rnap") et ·de préciser la position (location) de ces gènes dans un

groupe de linkage. Si un crossing-over entre les gènes a et ù est

deux fois plus fréquent qu'un crossing-over entre les gènes c et d 1 0n

peut raisonnablement en déduire que a et b sont deux fois plus éloi­

gnés dans le chromosome que ne le sont c et d (CRAIG, com. pers.).

Ainsi il est possible de "situer" la positio~ respective d~s gènes

selon leurs "distances" exprimées en "unités de crossing-over".

Etudion~, par exemple, la location respective des 4 gènes A, B,

C, et D, pr&sentant les pourcentages de recombinaison suivants :

- entre A et B 10 %

- entre B et C 16 %

- entre A et C 26 %

- entre C et D Il %

- entre B et D 27 %•
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On peut alors ita~lir la carte montrant la position respective

de ces gènes, traduite linéairement

A

10

il

26

16

C

27 .

Il

D

Il faut bien noter que les "distances" de cette carte sont ex-'

primée~ en "~ni~~2_Q~_22~rS~g~~g~_~~_S!Q~~igg:oy~!~.----------------------------------=----
Ainsi une carte montrant ùeux gènes éloignés l'un de l'autre de

15 unités signifie qu'il y a 15 % de combinaison entre les deux gènes.

Les distances repr~sent6es sur une carte chromdsoNique sont propor­

tionnelles aux distances r~elles des loci seulement si les crossing­

over ont lieu avec une fréquence égale sur toutes les régions du chro~

moscme ce qui, en fait, n'est pas le cas. Cependant l'ordre des gènes

est correct et les "distances" approximativeI!.'ent valables. Cette idée

que les gènes sont agencés 1iniairement le long du chromosome et-que la

distance qui les sépare peut être rnesurGe en terme de valeur du c

crossing-ov~r a ôté développée par PORGAN et son école entre 1910 et

1916. Avant de passer à l'interprétation pratique de ce phénomène il

faut rema~quer deux faits :

- si on fait un test de crossini-over pour deux gènes tris éloignés

dans le chrOMosome, un ou plusieurs double crossing-over peuvent ne

point' être détectés. De ce fait, le pourcentage de recombinaison entre

2 ganes distants peut ~tre sous-estim~ sur la carte.

- deux gènes éloignés dans le chromosome de telle sorte qu'ils

sep,blent in~êpendants l'un de l'autre ont 1 valeur de recombinaison de

50 %.

b) Location d'un gène.

Actuellement une étude est en cours pour situer le gène palpan­

tennate (groupe de linkage 1) affectant la Morphologie des palpes des

adultes.
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.,..
PETERSER, responsable de ce travail -nous a chrono:"

logie des expêriences à faire pour dêterminer la po~it~cn r~iative

d'un g~ne. Nous ne pouvons ~iter ces r~GultatE ~a~bqG~ ~2ux-cl doivent

faire l'objet d'une prochain~ publication. Rete~on3 c2Feadcnt la mê­

thodologie i suivre'.

b1) Croisements.

Pou r d ê termi ~ e rIa p 0 s i t ion r e :i. fi t i v (, :lu g è Il e ' con s i d é r ê 0 11 U t i ­

lise 2 autres gines marqueurs (sexe 2~ wht(e-ey~) dont on connait la

~osition dans le groupe de linkage I.

Le 1er croisement jut~reSBe ~en yarents homozygotes pour les

gines considérês (èe caractsre rGce33i~).

Pour @tra sOr d'avoi~ des ~~rcnts homo~y~~tss i~ faut les pré-

1 d ' 1"e . t ..:1 l' 1 . , . ,. 1. cl •ever une ~gne. pure ou ~n )reL: ~nes ou :!.gnee.:; a J.nù:ree ~!1y,.

Nous rappelons briéviment qu'une inbred line Gst obtenue après:

- 1 croisement unique

- croisement entre 1 frire et sa soeur de cette' descel1de.nce

"

- attendre au moins cl '.:--: g~nérations en effectuant ~:o1).jolJrs le

croisement entre un frère et sa soeur (fig. 1)):"

Il est capital d'avoir un mâle d'une telle lig1?-.é;~ Cé~,C, un "mâle
. .~

cl e t y Pe s a uvag e + + + " pou rra i t en réa 1 i t ê ê t r e un hé t é r-'o z y g 0 tep 0 s s é -

dant des gines récessifs nlé:!s'qués par l'allèle sauvage dOlr.îuant. Ces

gènes récessifs p.ourrRi<?nt s'exprimer' (après cro,>sing-over) et per­

turber la descendance rendant imposs{b1e toute interprétation correcte

d~s résultats.

Le croisement de base est effectué 8nt~8 individus homozygotes

femelle mâle,

++mpa1p 1.' •
" X----------

Parents

pa1p ID w + +

femelle mâle

,
F.l + Am + + '. M +

pa1p m w pa1p m w
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Ces gènes mutants (palpentennate et white-ey~) étant de carac­

tère récessif ils n'apparaissent pas à la première g~nération etces

hybrides sont tous phénotypiquement, de type ·sauvage.

Pour faciliter l'interprétation des réoûltats ultérieurs ii est

pr~férabl~ d'effectuer alors un croisement en retour ('lback-cross")

plutôt que des croisements entre individus de la FI et suivre ·leur

descendance (CRAIG 9 com. pers.).

Ce croisement de retour intéresse les mâles hétérozygotes de la

FI avec la mère homozygot8 récessive.

Back-cross

mâl~

+

palp ID

+

w

x .palp

palp

ID

ID VI

femelle

trois possibilités

1- pas de crossing-over

à la méiose il y aura réappariement normal des chromosomes homologues
.' .

et la descendance sera génotypiquement des deux types parentaux

+ 11 + l,of,"

pour les ~.âles

palp m w

palp ID v]

pour les femelles

palp in '"
2- Un crossing-over simple :

Deux zones de rupture peuvent être intéressées par ce

crossing-over

- soit entre les 'gènes palpentennate-caractèr~ sexuel: 1

- soit entre les gènes oeil blanc-caractère sexuel: 2

+ M +
-OS; .<.- ,~?.:'I~/I"'"

C"'~S' rc'''',
palp m '11

i.. ••'. J
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a) le crossing-over intervient.en position 1

+ M

mâle \ ,.,-
~,,- \

palp m

(1)

+

w

la descendance sera représentée par 2 géno~ypes :.

+

palp

m

m

femelle

w

w

palp

palp

M

m

mâle

+

w

les mâles'obte~us présentent:

- des palpes modifiés

- des yeux de type sauvage

b) le crossing-over intervient en position 2

+

palp ID

(2)

\
".""'"

+

w

la descendance sera composée de 2 génotypes

+ M w palp +

palp m w palp m w

les mâles obtenus présentent ..
- des palpes de type sauvage

- des yeux blancs traduisant la mutation.

A l'issue d'un crossing-over affectant le père, hétérozygote

pour les caractères étudiés, quatre génotypes possibles' peuvent ap­

paraître ·dans la descendance du croisement effectué entre ce mâle hé­

térozygote et une femelle homozygote pour les dits caractères.
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3 - Un double crossing-over

+

palp

M

m

+

w

Un tel double crossing-over entraîne la producti~n des deux gé­

notypes.

+

palp

ID

m

+

w

palp

p.::llp

L~s mâles obtenus présentent

- des palpes modifiés

- des yeux blancs

A l'issue du croisement en retour: mâle hybride de la FI par

femelle parentale homozygote on peut donc obtenir :

- des mâles de type parenta1.~pbénotypiquementde type sau-

vage

- des mâles avec palpes modifiés et yeux de tYpt= sauvage

- des mâles avec palpes modifiés et yeux blancs.
.;. des mâles avec des palpes de type sauvaee et· yeux blancs.

Lep 0 in tin t é r es san tes t t: U e ces qua t r e 8 ci no t YPes, 0 b t en u

€n fonction de la nature et la pesition du crossing-over, ont une

traduction phénotypique permettant la séparation de ces quatre

classes.

b) Interprétation des résultats.

Les résultats de ces croisements peuvent différer de ceux

attendus et un phénotype peut ne pas être quantitativement représenté

selon les lois de la g6nétique.

Ceci peut être dû 2 un effet lethal du gène et il faut alors

déterminer à quel moment cette action se manifeste donc observer tous

les stades de la descendance: éclosion larvaire, développement lar­

vaire, éclosion imaginale (BHALLA et CRAIG. ':967). On pourra ainsi

compter très exactement les repr~sentants de la classe posséftant le

gène considéré. Les résultats du croiseTI~!:t pourront être alors ana­

lys's ~o~rectemertt et le raIe et l~ position rl~ dit gène pourront

&tre d~termin~s. Le nombre de repr~se~tant3 de chaque phénotype est·

fonction de la fréquence du crossin8-over donc ~è la position relative
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de chaque gène. Cette "distance" entre les gènes est ~tablie en "unité

de crossing-over". Nous ne pouvons citer 'ici les résultats déjà obte­

nus par PETERSEN quant au positionne~ent du gène palpantennate puisque

les travaux so~t toujours en cours et doivent être prochainement pu­

bliés par leur auteur. De toutes façons l'analyse des r'su~tats en­

trainent dans le cadre d'une itud~ théorique et les modalités d'~nalyse

se retrouvent ,dans tout livre de génétique fondamentale.

Pour mémoire ~ous citerons les méthodes couramment utilisêes

celle de' IEHER (1930) ou "PP.ODUCT ~'ŒTHOD" basée sur l'étude des ré-­

sultats à la F2 et celle de BHALLA et CRAIG CIo!:.; ci.!.) basée sur

l'étude des croisements de retour.

Cette dernière méthode est couramm2nt pratiquée par l'équipe du

Professeur CRAIG pour déterminer la position des gènes dans les chro­

mosanes d' Aedc:~. acgypti. (BHALLA et CRAIG, 1970).

11-2-3- Cartes de lin~age et génétique formelle d'Aedes Regypti.

Le Professeur CRAIG nous a mené devant une grande carte résumant

les conna.issances acquises "up to date" sur le"3 "linkage-'map ll des trois

"groupes", c'e.st-il-dire la., position respective cleu zènes, connus, de

chaque chromosome d'Aedas aegypt~. Cette carte reproduite dans l'article

de CRAIG et nICKEY (in WRIG~~ et PAL~ 1967) mais d~puis cet article les

travaux se sont poursuivis pour ~ed~s ~eg~p.t~ (EEALLA ~t CRAIG, loc. cit.

reais aussi pour d'autres espèces tel ~~jes ~l~~pictus (QUINN et CRAIG. ~

1971). Le Professeur CRAIG nous a pricisfi que cette carte devaIt ~tre

consid~rge non comme une struct~re dêfinitiv~ment établie maisplut6t

comme un modèle pouvant serviF de base et d'aide aux autres chercheurs.

Cette carte d'ailleurs est sujette à quelques réarrah~ements car

il faut souligner la grande variabilité des résultats d~s croisements

at)' par la m~me, l'inter?r€tation quant aux distances relativc~ de

cha~ue gène (BHALLA et CRAIG, 1~. cit.).

Le Professeur C~AIG nous a montr~ un tel exemple de différence

de résultats (tableau III, pé'.ge ')7 et 98 du chapitre 3 "Gcnetics of



- 49 -

,:\.2.des aegypti" in WRIGHT et PAL, 1967). Ces différences seraient dues

à des problèmes d'inversions (MAC DONALD et SHEPPARD, 1965).

Sur cètte carte en peut remarquer que le chromosome l porte, '

outre la portion déterminant le sexe et le gène "Distorter" utilisé en

lutte génétique, les trois gènes affectant la couleur de l'oeil (voir

plus haut) et les deux gènes qui affectent, la couleut du corps.

Les gènes affectant la couleur du thorax et surtout ceux con­

ditionnant la rêsistance aux insecticides (D.D.T., Dieldrine) sont ~or­

tés par le chromosome II.

Le chromosome III présente essentiellement les gènes responsa­

bles des mutations des appendices.

Actuellement la distance totale de la carte ("total map dis-'

tance") est estimée être de 110 unités (43 + 37 + 30 respectivement).

CRAIG et HICKEY, 1967).

La connaissance de cette répartition des gènes pour chaque

eroupe de linkage est évidemment d'un intérêt capital aussi bien pour

les études théoriques futures (positi~nnement d',autres gènes) que pour

l'utilisation prétique qui peut en être faite (sêlectidn de g~nes mar­

queurs, obteht{bn de lignies composées pratiquement que de m~les •.• ).

"Cytogenetici studies of mosquitoes and other vectors provide "

important and basic information. A~~ genetic martip~lation of field po­

~lulation must be based en such information" (RAI, 1968). La facilité

d'élevage, toutes les possibilités de recomhinaison des caractères géné­

tiques mais aussi l'importance médicale et 6conomique de cette, espèce

font d'Aedes argypti "le véritable rat blanc" des lahorato:'res de géné­

tique formelle et appliquée (CRAIG, corn. per~.).

11-3- Intérêts pratiques de ces études

11-3-1- Lutte biologique:

Le contrôle génétique des populations a ~té défini comme "the

use of any condition of treatment that can re~uce the productive po~

tential by,altering or replaciog the hereditary materi~l". W~O Scien­

tific croup (1964). Le planning familial deG mouutiques (CRAIG, '1968)

a fait l'objet de moults travaux que nous n1aurons point la prétention

de résumer ici. Cependant nous avons assist~, ·le 4 ~vrll 19 7 2, i une
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conférence donnée à l'Université de NOTRE-DAME, p~~ le Professeur RAI

et consacrée

- aux principes

différentes techniques

premiers résultats

et perspectives d'avenir du contrôle biologique des popula-

tions.

Nous rapporterons ~c~ les propos du Pro RAI a~nSL qu'un résumé

des convérsat"ions que nous 'avons pu aVOl.r sur ce sujet avec cet au-

teur et le Professeur CRAIG,

~) Principes du contrôle génétique.

Ces principes ont été résuID8s par KNIPPLING (1967).

Le principe de base est d'utiliser des "facteurs l1 qui mènent à

une disparition du pouvoir'reproductif d'une populatiùn nature1.le.

Le contrôle génétique doit itre considéré comme un complément

indispensable du tr~itement insecticide classique. Utilisées isole-
1

ment ces deux méthodes ne peuv~nt suffi~e à"éradiqu~r1 une population

d'insectes mais employées judicieusement elles peuvent iournir une

arme efficace dans la lutte contre les grandes endémies.

Dans un premier temps les populations considérées doivent être

réduites et ceci par un traitement chimique. Il faut not~r que le

trpitement insecticide est plus efficace lorsque la population est

importante tirrdis que c'esi l'inverse pour le con~~ôle génétique. Ce

dernier mode de contrôle doit être considéré comme "a final weapon in

eradication campaign where the target is the last residium of a popu­

1 a t ion " CRA l G (l 9 68) .

Avant d'attaquer son ennem~ avec quelques chances de succès il

faut avoir de~ munitions et itre sûr d'en disposer constamment (CRAIG,

corn. pers.). Aussi il faut que l ',espèce étudiée présente un .pouvoir

reproductif important et utilisable en laboratoire, il faut pouvoir

produire"massivement!' les insectes qui vont servir à contrôler la po­

pulation naturelle.

Ces insectes, que l'on va lâcper dans la nature, doivent être

~ompétitifs pour que leur action soit effective. Ni leur longévité, n~

leur fécondité ne doivent itre altéréé'S par le traitement qu'ils auront

subi -. C'est là un des points essentiel et qui fut la cause ~e, car-
'-;-" 1-

tains échecs.



et son
.\­

des:€tudes

....\

·- 51 -

Quatrièm'e point, qui présente lui auss~ une grand.e importan'ce ..

il 'faut bien connaître tous les aspects de la biologie du vecteur en

cause notamme~t Ja dynamique des populations (cf. point 1)

comportement sexuel. Cette partie du programme nécessit~~~

complè~es ausii bien sur le terrain qu'en laboratoir~.

~e contrôle génétique des populations doit donc être considéré

comme une petite guerre où la stratégie joue un rôle primordial.

Bien connaître les forces de son ennemi, lui porter mass~vement

èe ·rudes coups, puis lorsque son potentiel est nettement affaib1i,
. -,

tenter de l'exterminer en empêchant qu'il ne renouvelle sa p?p~la-

tion et pour cela de nombreux moyens sont bons notam~ent envoyer des

émissaires "qui vont "désagréger" son pouvoir reproductif .

.::B) Techniques.

A) Stérilisation des insectes

Al) Chimiostérilisation.

Dans un premier temps la lutte biologique était centrée sur

des lâchers de mâles stériles, il était donc important de tester dif­

férentes techniques pour obtenir de tels individus. L'une d'elle

faisait appel aux chimiostérilisants (thiotépa, apholate •. ) leur ré­

sultat ne s'étant pas avéré satisfaisant dans le cadre de la lutte

génétique une étude importante a été entreprise pour comprendre leur

actidn notamment au niveau des chromosomes.

Le8~'femelles d'Aedes aegypti sont monogames (CRAIG, 1967

SPIELHAN et ~., 1967). Après une copulation "positive" d'où il en

est résulté une insémination effe~tive, la femelle est réfractaire à

toute autre insémination pour le reste de sa vie. C'est une hormone,

nommée "matrone" (FUCHS et al., 1968), qui, produi"te par les glandes
1 - .

accessoires du .mâle, est transférée ~ la femelle par le liquide sémi-

nal et empêche toute autre insémination (GWADZ et al., 1971)

Les larves d'Aedes aegypti élevées dans un milieu·contenant de

l'apholate, donnent naissance ù des mâles stériles. Mais ces mâles

stériles présentent des glandes accessoir~s inibées, de ce fait,

l'accouplement de ces mâles traitGs avec des femelles normales ne

sera pas unique. La femelle pourra de nouveau s'accoupler et être fé­

condée par un mâle normal.
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RAI (1964a et b) a montré que l'apgolate modifie la physiolo­

gie des chromosomes et provoque certaines ruptures des chromosomes. ."

s?matiques. Rupt~res qui paraissent êtré plu~ fréqu8ntes dans la

région de la constriction secondaire dl~~ des grands chromosomes.

Les chimiostêrili~ant~ peuvent iniber ët voire em~êcher complè­

tement la prndùction des gamètes' chez les insectes ("infecondi ty").

La stérilité sexuelle obtenue après un traitement chimique résulte'

probablement de l'induction d'im~ortantes aberrations chromosomiques

dans le sperme et les ovaires (RAI (1965). Les différentes techniques

utilisées pour l'étude cytolo8ique et cytogénétique de l'action des

produits chimiques sur Aedes aegypti sont réunies dans l'article de

RAI (1967) •

A2- Irradiation des chromosomes.

Aedes aegypti a fait l'objet de plus de travaux concernant

les problèmes d'irradiation que toutes les autres espèces culici­

diennes (RAI~ 1963b; 1967).

Pour étudier les effets des radiations sur l'activité mitoti­

que RAI (1963a) a "compté le nombre de celÎules 'du cerveau des lar-
~

ves du quatrième stade~ après exposition à différentes doses de

rayons X (500~ 1000, 2000~ 4000 rads). Dans un premiers temps' toutes

les doses suppriment l'activité mitotique pratiquement totalement.

Puis il y a une grande augmentation des divisions cell~laires ; le

lot irradié à 500 ou 1000 rads présente une division égale à

plus du double par rapport au lot témoin. Les rayons X causent cer­

taines aberrations des chromosomes des cellules somatiques : délec­

tions, anneaux, ponts"dicentriques .•.

Récemment, ASMAN et RAI (1965 et corn. pers.) ont réussi à

induire certains changements chromosomiques héréditaires : translo­

cations réciproques et trisomie" aans les cellules des gonades. Ces

aberrations seront très utiles notamment peur la localisation des

gènes dans les chromosomes. Il faut noter, la riâsistance. aux r"adia­

tions présentée par certaines souches (A8MAN, 1966). Une souche hy­

bride, montre un taux dè mitose plus élev8 que les souches parenta­

les et cette accélération de la mitose reparerait les dommages cau­

sés par les radiations.
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Par la technique d'irradiation des chromosomes ASMAN ct' RAI

(1966) ont pu induire une translocation intéressante entre les chro­

mosomes l et II. Cette translocation permèt d'obt~nir, dans la

descendance, un important degré de stérilité.

Un autre croisement intéresse les mâles irradiés et les femel­
\

les de type sauvage, ce croisement procure des individus de la FI de

type trisomique 2n = 7.

B) Manipu la t ions géné t iq ue s ,.

Le contrale biologique des insectes.~'est pas limiti à ~'emploi

d'insectes stérilisés ~ar des traitements physiques ou chimiques

(KNIPPLING et ~., 1968). D'autres mécanismes, connus des généti­

ciens, sont utilisables et peuvent être adap~és à la lutte contre

les vecteurs.:

- incompatifuilité cytoplasmique (LAVEN, 1967a et 1967b.

- hybrides stériles (DAVIDSON et ~., (1967).

dérive génét~que ("meiose drive").

- distorsion du sex-ratio (HICKEY, 1910 HICKEY et CRAIG,

1966a et b).

- incorporation de facteuns léthaux •.•

Nous signalons ici les méthodes dont nous parlèrent les Pro­

fesseurs CRAIG et RAI.

B-l- Distorsion du sei-ratio.

Ce phénomène est dG i un facteur génétique qui modifie la sé­

grégation ~u chromosome "s~xuel" pendant la miiose, ~l en résulte que

la descendance est p~incipalement constitùée de mâles.

Ce fa cteu r, "D i s t 0 rte r", n' agi t que sur les .mâ les et il est

transmis à la descendance mâle.

Les diverses souches présentent des degrés dans l'expression

du caractère distorsion, la meilleure donne naissance à une progéni­

ture composée à 90-95' % de mâles.

l?iffére~tes proportions d'individus "Distorter" et de mâles

normaux ont été relâchés ,!~ns des cages d'~xpériences. Un sex-ratio

de 90 % de mâles a ainsi ~u être obtenu.p~ndant plus d'un ?n tandis

qu'une autre population a ~u être éradiquée (au laboratoire) en 42

scma~nes.
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Associé à d'autres caractères, tel le gène "Bronze" (BHALLA et

CRAIG, 1967) responsable de la stérilité des femelles, ce gène

"Distorter" peut être considéré comme ,très "prometteur" dans le ca­

dre du contrôle génétique des populations.

B-2 - Translocations chromosomiques.

La technique des 1âçhers de mâles stérilisés présente le désa­

vantage de sa caractérist;que essentielle, en l'occurrence ces mâles

stériles ne transmettent évidemment pas ce caractère à la génération

suivante. Pour maintenir le contrôle de la population considérée il

est nécessaire d'effectuer de nombreuses et constantes réintroduc­

tions.

Il était intéressant d~envisager le problème sous un autre an­

gle, de voir comment un caractère génétique sélectionné en labora-,

toire, pourrait s'incorporer au pool g~nique d'une population natu­

relle et comment ce caractère allait évoluer sous. l'effet de la

pression de sélection.

D~ s 1940, SEREBROVSKII envi s age une "n'ouve Ile mé thode

tique" de contrôle des vecteurs, mais ce n'est qUê depuis une

nie que l'accent 'est mis sur ce ty~e d'étude.

L'utilisation d'une "semi-stérilité transmissible", associée à

certaines translocations chromosomiques, semble avoir une perspective

prometteuse dans le cadre général de la lutte,biologique.

Chez Aedes aegypti quelques 40 translocations ont pu être in­

duites et ana1ysé~s cytoeénétiquement quant à leur point de rupture ..

Ont aussi été étudiées la fertilité et la fécondité des mâles et

leurs caractéristiques génétiques (ASMAN et RAI,. 1965.; RAI et ASMAN,

1968 ; RAI et ~., 1970 • RAI et MAC DONALD, 1971).

Théoriquement, un seul lâcher d'individus homozygotes pour la

translocation peut suffire à éradiquer une population (CURTIS, 1968).

Ces insectes "transloqués" n'ont subi aucun traitement physique

ou chimique à la génération du lâcher, n~ leur génotype, n~ leur

phénotype n'est "essentiellement" affecté par le système de translo­

cations, points essentiels pour maintenir la compétitivité de ces

mâles.
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En effet, la réduction de la compétitivité sexuelle était bien

souvent un important facteur limitant dans les essais è.Ln1t:é"e:nti·én

d'une léthalité à caractère dominant induite par les agents mutagènes

(RAI, 1969).

Des simulations sur computeur. basées sur des résu1tats,utili­

s~bles pour. Aedes aegypti, ont indiqué le 'rôle potentiel des diffé­

rents types de translocations, liées au sexe ou autosomale~ pour le

con t r ô 1 e gé n é t i,que, en f 0 n c t ion des di f f é r e nt es" s t rat é g i es" des 1 â­

chers (MAC DONALD et RAI, 1971).

En 1971, aux Indes (Researc~ Unit on Genetic pontrol of Mosqui­

toes) le Professeur RAI et son équipe ont expérimenté, sur le terrain,

cette'nouvelle méthode de lutte biologique.

Ils ont €tudié l'incor~oration génétique dans une population

naturelle d'une translocation liée au sexe, ainsi que le maintien de

cette translocation dans le pool génique pe~dant plusieurs généra­

tions après la fin des lâchers. Les lâchers consistaient en une seule

génération d'individus traités (RAI et ~., 1972). C'était la premiè­

re démonstration d'un tel type d'étude pour Aedes aegypti. LAVEN

(1967a, 1969, 1971) a aussi étudié l'incorporation à un pool génique

d'une population naturelle de Culex pipiens fatigans, d'une translo­

cation liée au sexe.

Ces expériences ont montré qu'avec des manipulation~ appro­

priées, il était possible è'utiliser les translocations chromosomiques

dans le cadre du contrôle g6nétique des populatiun?

Actuellement les travaux ,se poursuivent parallèlement en labo­

ratoire (à l'Université de Notre-Dame) et sur le terraih (station

W.H.O. unit, DELHI et Notre-Dame field, MOMBASA, KENIA). LORIMER, et

a 1_., (1 9 7 2 ) '1 i enn e n t d' i sol e r 2 t ran s 1 0 ca t ion s' ho m0 Z y g 0 tes c li e z lie cl e s
"

?egypti qui pourraient augmenter considérablement la potentialité de

la méthode des translocations chromosomiques pour le contrôle géné­

'tique des populations.

Ainsi que nous l'avons signalé plus haut le Professeur RAI est

revenu de DELHI quelques jours après nutre arrivée à l'Université de

Notre-Dame', nous avons ainsi pu avoir les dernières informations réu­

nies sur ce travail. Nous avons retranscrit ces informations mais

tous les dé~ails des techniques' utilisées et des rfsultats obtenus

peuvent se retrouver dans les publications citées (faites et sous­

presse) •
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B... 3 Contrôle génétique des vect<>';.J.rs· de fi1l:iires.

L? connaissqnce de l'agenc~ment des gènes dans les chromosomes

autorise la manipulation du pool génique et la "constitution" de

certaines souches sé1e~tionnées pour des caractères d'intér~t prati­

que.

Ainsi on sait "où se trouvé" et "comment agit" le gène "fm"

(récessif, lié au sexe) conditionnant la possibilité, pour Aedes

aegypti de développer et transmettre des filaires (MAC DONALD, 1962

a et b, 1963a et b, 1967 ; RODRIGUEZ,. 1972 et com. pers.) ..

A l'Université de ·Notre-Dame, le Professeur RODRIGUEZ s'occupe

actuellement des "variations génétiques dans la susceptibilité à

l'infection filarienne pour dïfférentes souches géographiques d'Àedes

aegypti". Lors d'une co~férence, donnée le 10 àvril 1972 au Départe­

ment d'Ent~mologie puis lors d'un entretien privé dans son labora- v

toire, personnel, le Professeur RODRIGUEZ nous 'a exposé ses travaux

et les résultats déjà obtenus.

Il faut tout d'abord se rappeler que "ab:i:U cy to transmit di­

sease can be a characteristic of individuals or population as weIl '

as s p e cie s " ( CRA l G, 1 9 71) •

43 souches g.éographiques d'Aedes ae,gypti,,6 lignées inbr,eed et

une colonie de laboratoires ont été testées'pour déterminer leur

susceptibilité à ltinfection.par Brugia pahangi. Les femelles

d'Aedes aegypti, âgées de 4 à 5 jours, se nourrissent sur gerbilles

(Meriones unguiculatus) infectées. Les gerbilles affectées par cette

,filaire présentent une.paralysie du train arrière. Les femelles d~

moustiques sont disséquées 10 à 14 jours après la prise de repas

infec tan t.

Sont considérés comme "susceptibles" les moustiques qui 'Il p :::.o ­

duisent" des filaires infectantes viables. Nous avons pu observe:: de

telles filaires au cours des dissections faites par le Professeu~

. RODRIGUEZ.

Lors de chaque test, le Professeur RODRIGUEZ utilise pour

souche témoin. la souche d' inbreding "REFM" (dérivée cl. Çune colom'le de

laboratoire et où sont associês le!.: gène .. red-eye etle gène fm).
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Des 43 souches géographiques, 30 se sont montrées absolumenc ré~

fractaires i l'infection. Remarq~ons qu'il en est ainsi pour les 7

souches d'Afrique de l'Ouest testées.

Les 13 autres souches permetten~ une ,susceptibilité variant

2 % (souché américaine) -li 53 ;~ (souche cl 'Ouganda).

La souche homozygote pour le gène, "filarial susceptihility"

"fm") a montré une susccpti 1Jilité. de 95 %.'

En se basant 'sur lis résultats ainsi obtenu3 il è été possible,

d'estimer la distriùution du ,gène "fm" dans les populations naturelles.

Uu tel type d"étude ;:!fit éulil}emlilent intéressant e't permet d'envi­

3ager un nouveau et efficace moyen de contrôle d'une endémie cn n'af­

fectant point le cycle biologique naturel. ,En effet le "vecteu'r" .... ne

serait plus vecteur ~ien que sa population nIait pas été a1tér€e.

c) Preniers résultats.

Nous ne ferons P1int ici un réca?itu1atif des ,nombreuses tentati­

ves réussies ou non~ effectuées dans le cadre du contrôle bénétique des

populations d'insectes. (LA CHANCE èt KNIPPLING, 1962 9 KNIPPLING, 1964~

1967). Notons cependant que les premières tentatives d'éradication de

populations naturelles de moustiques se sont, hélas, soldées par des

échecs. Les essais furent tentés avec:

~. Aedes aegypti (MORLA'N et al.:;, 196,2).

- ~nopheles qùadrioaculatus (~EInHAAS et ~l., 1963).

- Culex Eipiens fatigans (KRISHNAMURTHY et al. 1963 ; LAVEN, 1967,

1969) .

.- Anopheles gam1::iae (DAVIDSON et ~., 1970).

Les causes de ces ~checs sont multiples ; tro? grande hate des ma­

nipulat~~~~, connaissance insuffisante de la bioloeie, et notamment de

la "biologie sexuelle" d.u vecteur considéré, insuffisance quantitative

des miles lich§s, mais aussi insuffisances qualitatives de ces miles

langivitê~ compétitivité r~duites .•.

~ la suite de ces insuccès d'aucuns conclurent trop hâtivement,

que le contrôle' génétique n'était que peu ou prou e.pplicable, "this

conclusion is premature" (CRAIG, 19"68 et cam.: pors.).
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Deux points par~issent pariiculiirement importants

- la connaissance précise des divers aspects de la biologie du

vecteur en cause.

l'incorporation, au pool génique naturel, du ou des gènes de­

vant avoir le rôle limitaif.

Ces points peuvent ~tre,en partie,élucidés génétiquement, par

l'utilisation des gènes marqueurs. FAYet CRAIG (1969) ont ainsi re­

lâché des mâles présentant un marqueur génétique semi dominant non

stérile :"Silver Mesonotum" (CRAIG et HICKEY, 1967) dans des popula­

tions naturelles d'Aedes aegyp.ti à MeridiEn (Mississipi). Notons au

passage que le Professeur CRAIG parle souvent de cette expérience

réussie qui r?présente un stimulant pour les travaux ultérieurs~ En

effet les oeufs récoltés dans les gîtes naturels et dans les pon­

doirs piègès (FAY et HLI~SON, 1966 ont été élevés et ont donné nais­

sance à des imagos présentant le caractère mutant. D'autres gènes

marqueurs avaien"t aussi été introduits :"yellow larva" et "spot abdo­

men" (eux aussi du groupe de linkage II) mais ces caractères sont ré-'

cessifs, donc pas visibles chez les individus hétérozygotes. Il

;'est avéré que le gène marqueur "silver Mesonotum" avait été large­

ment répandu traduisant l'insémination effective,des femelles sauva­

ges par les mâles relâchés et l'incorporation de ce gène au pool gé­

nique naturel.

L'utilisation des gènes marqueurs permet aussi de connaître

les pgénomènes naturels de dispersion des populations. En 1969, et

toujours à MERIDIAN, HAUSERMANN et ~.(197l) ont utilisé 6 types de

gène s marqueur s p our mesurer la "d i sper s ion de s oeuf s" ,déposé s par"

les femelles "marquées", différentes périodes après la. date des lâ­

chers. Les résultats obtenus se sont montrés, par certains côtés,

très satisfaisants et ont permis de confirmer "l'amplitude de vol

possible" d'Aedes aegypti.

Nous avons aussi noté l'emploi du gène RE (red-eye) associé

au gène fm ("filarial susceptibility") pour dér:erminer et suivre gé­

nétiquement la capacité vectorielle des différentes souches. Ces

ré u s s i tes pour Ae des .a e gy p t i as soc i é e s à "1' hi s t 0 r i que suc c ès" de

LAVEN (1967a)" à O"KPO sur Culex pipiens fatigans doivent ~tre consi­

dé'rés comme des stimulants et"" encourager d'autres tentatives aussi

bien sur le terrain qu'en laboratoire.
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Le conc.ept de contrôler les insectes vecteurs en "manipulant ll

le pool géniq~é,vecteur a été '!reçu" avec "interest and enthusiasm"

(CRAIG, '1963, 1971 ; KNIPPLING et ~!.~ 1968) .

Jusqu'~lors les réussites ne furent pas à la hauteur des espé­

rances mais-:'l~ potentiel est toujours digne d'exploration (CRAIG,

1971 et com. pe~~.).

Depuis 1970 le Professeur RAI et son équipe ~ènent toute une

sêrie d'expériences dans les env~rons d~ DEL~I ~our sui~re l'int~­

~ration à un pool géniq~e naturel (population locale) d'~n certiin

nombre de gines mutants s6lectionnis en laboratoire : "Silver Meso­

n 9 t u m" e t une 1; r ans 10 c a t ion 1 i é eau s ex e T (1 2 ) M· a 'f f e c tan t 1'e s

T11â 1es.

Dans un premier temps il a été montré que les adultes sauvages

et les hybrides de Fl : +.Si, ne présentaient aucune différence si­

gnificative quant au taux de survie des stad~s pr~imaginaux. De

plus les mâles hétérozygotes sont, expérimentalement~ compétitifs

sexuellement. (RAI, 1971).

Sur le terrain il s'est avér~ que le gène marqueur "silver"

ainsi qu~ la translocation ont ~té incorporA' aux popul~tions natu-
,

relles. En outre ces caractères se sont maintenus dans les popula-

tions plusieurs générations aprè~ la fin des lâchers.

Dans son rapport, 'comme dans sa conférence, le Professeur RAI

souligne "This is the first demon8tr~tiQ~ of its type with any vec­

tor species and augurs weil for applica~io~ of g~netic.methods for

population control".

Le Professeur RAI tient à mettre en exigence le maintien de l'in­

tégrité du biotope.

En effet, si, dans un biotope déterminé, on arr~ve à éradiquer

tous l~s représentants d'une certaine espèce, la disp~rition de,cette

espèce entraîne la libération d'une niche écologique. Cette niche

pourra être réoccupée par une autre espèce, espèce qu'on ne peut

prévoir d'une part mais surtout dont on ne peut prévoir les c~racté­

ristiques biologiques donc son "importance" aussi bien dans la chaî­

ne trophique que dans ces rapports avec les humains.

La manipulation génétique des populations ,permet d'envisager un

moyen plus "astucieux" et mo~ns danger~ux de contrôle des vecteulS.
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, ..~~' Si, un g~ne sélectionnê, intr.oduit dans une popu12tion locale~
, '

permet â celle-ci de continuer à vivre sans altération essentielle

qu'une limitation de ses effectifs, ce gèn~ pourr~ ·s'inclùre dans le

pool génique de la population considérée. Cette étape a été franchie

avec succès aussi bien au laboratoite que sur le terrain nous verrons

de le voir.

De ptus la mise en évidence du caractère génétique condition­

nant la capacité vectorielle d'une souche (MAC DONALD, 1967) consti­

tue une étape capitale en entomologie médicale.

On peut alors envisager ce type ùe séquence

- lâchers .approprié,s d'individus sélectionnés pour le isèue::-~r.~fjacll

ta i t ê " .. à '71: ~_ dl n f e c t ion,

intégration de ce caractère au pool génique de la population sau-

vage,

arrêt de la transmission de l'infection par dégénérescence du pa­

rasite à l'intérieur du vecteur.

Le biotope n'est aucunement modifié mais l'espèce considérée

n'a plus aucun raIe en ~emps que vecteur de maladie humaine.

Cette méthode pe~t être affinée par le lâ'cher, et l'adaptation,

d'une souche l'résentant 'certains .caractères génétiques, tel "Pro­

boscipedia'~(QMaNIet CRAIG, 1971), dGtermipant une modification phé­

n~typique telle que les insectes héma~ophages ne puissent plus pi­

quer ; de ce fait, ces insectes ne représenèe~tmême plus une nU1­

sance pour l'homme. La survie de cette espèce pouvant se faire par

le phénomène d'autogénèse dont on peut aussi sélectionne~ le carac­

tère génétique.,--Comme on peut le V01r les perspectives du contrôle généti~ùe

des populations sont immenses et cette technique' s'affine et s'amé­

liore constamment.

Aux lâchers de mâles stérilisés a succédé une technique plus

efficace consistant à lâcher des mâles semi-stériles et, du moins ex­

périmentalement. la population s'éteind ~1clle-même en qu~lques 6 à

8 générations.

fI faut pouvoir produire une quantit~ suffisante de tels mâles,

et l~ encore la génGtique intervient en permettant de sélectionner

des souches présentant une descendance composée à 95 % de mâles.
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Amêliorant ces pot~ntialitês on peut imagine~, nous l'avons

souligné, la possibilité d'obtenir des vecteurs qL1 ne seraient

plus vecteurs, et des insectes hémâtophages qU1 ne piqueraient plus.

Avant d'en arriver à de tels rêsultats it fiut encore appro­

fondir nos connaissànces aussi bien.sur la génétique que sur la phy­

sfologie et la biologie naturelle des espèces co~sidérées (RAI, corn.

pers.).

Cependant les perspectives et les potentialités sont grandes et

le contrôle gé~étique des populations représente un vaste champ

d'investigation prometteur mais oa "the need for ex~anded research

on mosquito genetics" .(CRAIG et HICKEY, 1967) ju~tifie la phrase

habituelle du Professeur KITZMILLER (1967, et com. pers.) "more la­

bourers in the vineyard".

ob) - Cytotaxono~ie.

.)

De nombreux entomologistes m€dic~ux p~nse~t. encore en termes

"linnéens", l'espèce ét~nt un conaept abstrait ou type, auquel tous

les autres devraiënt ae conformer, ou encore "once a vectbr, alwways'

a vector". Cette pensée est complète~ent êtrangère à la biol~gie mo­

derne, oa l'espèce est considérée.cb~me une collection de pools gé­

niques (populationsloc&las) qui sont capabl~s d'échaneer du maté­

riel génique. Ce concept reconnaît une énorme variation à l'inté­

rieur de chaque espèce. Il rêalise que chaque population et chaque

individu est différent (CRAIG, 1971) .

. La cytomorphologie et la cytogénêtique ont dO~Dé le jour à

une nouvelle modalitê de classification: la cytotaxonomie.

C~ntrairement à la systématique classique cette classifica­

tion est essen~iell~ment dynamique. Il n'est pas. question d'opposer

ces deux "façons de penser~ mais au contraire de les in~erpréter en

terme de complémentarité.

La morphologie des chromosomes consti'tlle t:';} .:.l.pport iIap017tant

V01re peut prendre la relève de la morphologie 8xterne classique ..

En entomologie médicale notamment c~ arpurt fut capitàl pour

l'étude des complexes d'espèces jumelles

- Anopheles maculipennis FR:ZZI, 1953

KI:' ZIv[·C LLE R e i: al.• , 1967.
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- Ariophéles gambiae COLUZZI, 1966

COLUZZI et SABÀrINI, -1967.

L'ét~de génétique et cytogénétique ~âussi permis la compréhen­

sion du complexe èuiex pipiens 'fatigans (LAVÈN, 1967h) ainsi:que le

"démembrement" du éomplexe An~phe'les gambi~e (I)AVID~ON, 1964 ;.-
PATERSON, 19641 Pour l\,eâes aegypti la morphol,ogie externe dE!:s imagos

a, dans un premier temps permis là~di~ision en 4 catégories taxono­

miques :

- Aedes aegypti aegypti

- Aedes aegypti ssp. formosus

Aedes aegypti ssp~ mas~~rensis

- Aedès aegypti var. queenslandensis

'MATTINGLY (1957), l'auteur de c~tte classification, tend cepen­

dant 'à souligner "a considerable deg~ee of genëtic plasticity" chez

Aedes aegypti.

Cette plasticité gânétique fut démontrée et analysée par

CRAIG et al. (1961), ses diverses études et démarches sonr regrou­

pées ,dans le chapitre 3 "Genetics of Aedes aegypti" in-vJRIGHT:' et' PAL,

(1967) .

Pour les Simuliidae et notamment Simulium damnosum les tra-

vauxj de ROTHFELS (1956) Ù DUNBAR (1971) ont permis non seulement la

caractérisatton de 9 "sibling species" mais aussi. une meilleure com­

préhension de l'épidémiologie de l'onchocercose.

L'examen des chromosomes polytênes des Anohelini a montré que

des espèces "closely ·related" (KREUTZER et KITZMILLER, 1971)' ainsi

que des espèces "jumelles" pouvaient être "reconnues" et s'éparées par

le mode d'agencement de~'bandes (donc d~s gènes) dans ces chromoso­

mes (KITZMILLER et ~., 1967).

Mais il faut utiliser ce critère de différe~ciation avec

grande prudence (KITZMILLER com. pers.).

Un "banding pattern" semblable et la présence d'inversions

identiques est un argument certain pour affirmer un lien étroit en­

tre deux "souches" présentant ces caractères. Cependant llidentité

du" ban cl in g pat ter ri" ,n e signif i e pas 0 b 1 i g a toi reme nt des a f fini tés

génétiques. Ceci doit êtr~ confirmé par l'étude du degré d'intcrfécon­

dité et le degré de synepsie des 'chromosomes de la Fi.
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D'autre part t il ,faut remarquer, et nous l'avons noté à plu­

sieurs reprises, l'~mportant poly~orphisme chromosomique d'un pool

génique adaptatif (KITZMILLER, '1967).

A cet égard il faut prendre en considération une aberration

chromoèomique ttès utilisée e~ cytotaxonomie en l'occurrançe le phé­

nomène d'inversion.

Deux situations peuvent se pré~enter

- l'inversion est fixe

- l'inversion est flottante.

Si une inversion se retrouve d'un~ façon systématique enire 2'

"pcpulations" celles7ci dç:>ivent ~tre çorisid~rées .comme de~ espèc~s

(ou sous-espèces) différentes (DtiNBA~ com. pers.)'.

Les inv~rsions flottantes t:radùi~ént t'a plasticité ,génétique du

pool génique co~sidéré.

Ces inversions flottantes peuvènt aussi se retrouver entre pl~-'

sieurs populations, elles traduisent alors le passagç ou l'éch~nge

de matériel génique ("gene flow~) possible entre ces populations. Il

faut noter,et c'est là un point encourageant,que certaines corréla­

tions peuvent ~tre faites entre cértains types d'inv2rsions et cer­

ta i n e s condit ion s é col 0 g i que s '( K·I TZMILLER, 1 0 c. c i t . ) .

La possession et le mode d'action de certains g&nes, ~ar exem­

ple le gène conditionnanç'la possibilité de transmettre une affec­

tion parasitaire, peut aussi ~tre considéré comme un critère de po­

pulation aussi bien que comme ùn critère d'espèces. Les études, tant

biologiques que génétiques ont d'ailleurs mis en évidence ces diffé­

rences intraspécifiques.

Il f au t 1.l ien re teni r que dans le s p opula tions nature Ile s "he-J

.terozygo,sity is the rule and polymorphism are everywhere" (CRAIG,

1971).

On en arrive donc au grand problème, celui de la définition de

l'espèce et des mé~anismes de spéciation~ Loin de nous toute idée'

d'interveriir, actuellement, dans les no~breuses contreverses, dis­

cussions, hypothèses, théories ••• qui se·sont élevées sur ce suje~.

Nous donnons (planche ~3) le schéma proposé par KITZMILLER pour ex­

pliquer les mécanismes de spéciation. Nous avouons partager cette
, . .

conception moderne et dynamique de l~ notion d'espèce~. Bien que non
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encore admise en systffimatique classique, la cytotaxonomie a d'ores

et déjà permis la compréhension de nombreux phénomèn~s épidémiologi­

ques (dont le fameux- "anophélisme sans paludisme") et par là même

elle montre toute son importance et son intérêt pratique.

Nous "avouons par co.ltre être plus sc'eptique quant -à son utili­

sation'pour la constitution des rameaux phyllétiques et des "rela­

tions de descendance", dans ce domaine les hypothèses sont parfois

"hardies" et les "rameaux" déjà établis sont constamment soumis à

modifications (DUNBAR, 1971).

L'étude des chromogo~es ~e~me~ de reconnaître les différentes'

populations d'une même espèce, les esuèces ~troitement apparentées

et les espèces jumelles.

Elle permet d'envisa8er les relations intra et extra spécifi­

ques. Elle complète l'étude classique de la morphologie externe mais

elle doit être complétée par l'éfude généti~ue et notamment les

possibilités et résultRts des croisements.

III - CYTOTAXONOM~E DES SIMULIIDAE

Initia10ment nous devions nous rendre à New-Lonàon (ONTARIO)

auprès du Professeur DUNBAR pour compléter la mission du ,Dr OVAZZA.

En fait le Pr~: DUNBAR s'était rendu a ,l'Université de Toronto, ré­

pondant à l'invitation du Pr•. ROTHFELS qui organisait, du 22 avril

au 29 avril 1972 un meeting consacré aux Simulies, chromosomes et

Acides Nuc~éiques. Sur l'invitation du Pr~:, ROTHFELS nous nous

sommes rendu à Toronto où nous avons pu nous initier aux techn~ques

de préparation et montage des chromosomes'polytènes de Simulies.

Dans le même temps nous avons eu divers entretiens avec les Profes­

seurs DOWNES, NEWM~NN et PETERSON. Nous avons assisté aux exposés du

Pr'~ '. HU sur les chromosomes humains, du Pre. WOOD" Is Gymnopais a

primitive'Black-fly ?Il, du Pr •. DOWNES sur la biologie des Simulies
"

artiques (Gymnopais holopticus, G. dichopticus, Prosimulium mixu~ .. )

et les phénomènes d'autogénèse.

Le 26 avril le Pr~'_ NEWMAN a donn~ urie lecture.particulia~e­

ment int~ressante faisant état. de -ses premiers r€sultats (non publi~s)
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s~r l'ànalys~ cytomcirpho~ogique des diffirentes populetions du com­

plexe ,pro,simu,lium ony.chodaètyltim, peuplant: la Col~mbia river Georges.

NEWMA~, i~i la ba~e de la ~riquence dé cè~taines ~nvèrsibns, cortsi­

dêre ~e to.plexe ~omme constitui de 19 e~p~ce~, thâcurie pr€sentaut

en outie rine phinologie particaiiêi~. C~s tra~~ux d~vant 'faire

l'objet diune proch~ine publication nou~ rie ~ouv6ris e~~6ser le d~tail

des itudes ~éis il 'tait intêtessanE de nat~r ce type de ~echerches

qU1 permet la comprihensioTh du pro~li~e pdsâ pit ies ~sp~ces ju~

melles sympatriques.

Nous ne nous attarderons pas sur le 'détaIl de ,chaqù,eexposé

puisqu'uri compte rend~ complet doit en @tre f~it, aous la d{rectio;

du Pr~ ROTHFELS, par l'Universiti de Toronto.

Pour notre part nous avons appiis les techni~ues principales

d'obtention des chromosomes ainsi que les données d~ base utilisées

en cy to taxonomie de s Simu 1 i id'ae "

111-1 - Techniques

111-1-1- Dissection des larves de Simulies.

Le but de cettè dissection est ~'ouvrir la larve pour extirper

les glandes salivaires.

Comme toute dissection' les modalités opêratoires sont multiples

et fonction du manipulateur.

Pour notre part nous avons noti les 3-t~chniqries courammentem­

ployées :.

a) Technique "Push and Pull" de NEl.Jl1AN (fi,g. 14:1)

+ la larve ~tarrt plscie horizon~alement,le cati gauche sur la

lame

+ avec l'index de la main gauche presser l'extr&mité abdomi­

nale

;, dans le mêoe .temps saisir la' tête,'avec des pinl7es et tirer

,longuement

+ ~o~tent alors, reliés a la t@te, les glande~ s~liyaixes et

le traçtùs digestif

+ plonger immédiatement l'ensemble (t6ta + glandes salivairest

Tractus ~ig~stif) dans le fixateur.
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b) Tech~ique de DUNBAR (fig. l4b).

+ ia lA.rve est positionn€e verticalement, côté ga,Hehe sur la la'me

+ rap,procher l' extrêmit~ abdominal~ de la tête Pl;':i1' "plier" la

larve au maximum

+ ?veG une pince tenue de la main gauche faire une iarge entaille

sur la face dorsale des segments abdominaux

+ presser llabd~men

+ le$ Blandes sa],ivaires et le tube digestif sortent alors en

formant une large "bouc~e"

+ plonger immédiatement l'ensemble (lar~e ouvérte ~ glandes sali­

vaires et tractus digestif à demi extrait) dans le fixateur.

c) Technique "ouvrir et tirer" (fig. l4c)

+ la larve est positionnée verticalement, la face gauche sur la

lame

+ la larve est étendue au max~mum contrairement à la technique

précédente

+ avec deux aiguilles monté~s déchirer les segments abdominaux

+ séparer largement chaque "moitié," de la larve en "tirant" l'ex­

trémité abdominale vers le bas; entre les deux livres de l'en­

taille ainsi agrandie on note le tube dig~stifeX les glandes

salivaires

+ plonger'toute la 'larve immédiatement dans le fixateur

III~1-2- Pr~parations des glandes sali~aires~

a) "Feulgen technique".

Nous exposons ici la technique ~couramment employée par le Pro

ROTHFELS et son équipe' pour leur étude' des chromos,omes ·qe.Pr.osimulium

fuscum.

n:t; -Fixation

Nous l'avons noté précédemment, G~S que la larY,e .e,s.t.,"o~verte"

et que les glandes salivaires sont en' partie "sortie's" il fa\lt :lmmé­

~iatement ~longer l'ensemble dans le fixateur, en l'occurrence'l~ Car­

noy (alcool absolu 3 parti_plus acide ~c6iique une part). Le tem~~ de

fixation est de 10 minutes.
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2mt ~ Rincer abondamment à l'eau distillée'pendant 10 minutes en se

plaçant devant une lam.pe t ce rinçage permettra_ une meille'lte coloration

3mt - Hydrolyse.

Plonger lesilarves dans l'acide chlorhydrique (Normal) et

placer le tout dans tine étuve à 60°C pendant 7 à 10 Hlinutes.

Cet acide chlorhydrique nor~al eot pr~paré a~nsi

nCL 82~5 cc (erav. spec. = 1,18)

Eau dis~il16e = q.s.p. 1 litre

4mt '- Coloràtion.

Pou~ colorer les ~hromosomes de3 glandes salivaires des Simu­

lies le Pro RO'IHFELS'utilise la "technique de FF.ULGEK"t en préparant la

fus chine leuco-basique selon la "rr..éthode longue".

+ d.issoudre 2 gr de fuschine b;sique t en les "jetnnt", danG 400

cc d'eau distillée bouillante

+ bien fecouer et refroidir à SOoC.

+ filtrer et additionner 40 cc d'BCL (~) (à 12 %) au filtrant

+ ajouter 2 gr de Mêtabisulfite de Potassium (K 2 8 2 0 5)

+ bien secouer et laisser reposer danD une bouteille de verre

sombre pendant 12 i 18 heures avant de l'utiliser. A conserver

dans un endroit so~bre et frais

+ i 400 cc de ln solution ainci prEparie ajouter une solution

constitu~e par 4 gr de K2 Sz Os + 20 cc d'HeL (N)

+ laisser la solution reposer (devenir limpiè8) pendànt 24 heur~s

et filtrer rélpidement (après avoir "secoué" l'ensemùle penGant

une mir-ute avec du charbon animal si la solution n'est pas

limpide)

+ conserver a l'obscuriti en flacon de ~erre sombre et bien bou-

ché.

·;·'Jur pIns de précaution (colorations ratées que l'orrveut. reprendre)
-

~rêparer une solution d'eau sulfur6e

- eau distillée 200 cc

- K2 Sz 05 1 gr

- HeL (N) 10 cc
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èo4server cette solution dans un flacon bien bbuch€ ppur éNiter

que le S02 ne s'échappe.
1

A ~itre indicatif la fus chine leuco-basique petit aussi ~tr~

préparée selon la 'ifnéi:hode courte" :

- 1 gr de fuschin.e basique dans 200 cc d'eau disti~lée ét

chauffer à ao°c '

refroidir à 60°C et ajouter 2 gr ~e K
2

S2 05

refroidir u 50°C et ajouter io cc d'nCL (N)

Con~~rver dans un flacon sombre bien bouché pendant 24 heures

jusqu:a ce que la solution soit parfaitement limpide.

- filtrer (au besoin apr~s àvoir ~jou~é du charbon l~imal

pour ôter toute couleur résiduelle due aux impuretés) et

bien secouer l'ensemble;conserve~ à l1obscurit~ dans un

flacon sombre bien bouché.

La coloration des chromosomes se fera en" plongeant les larves

dans la fuschins leuco-basique préparée selon la l~=e mêthode~

Le temps de coloration est de 45 minutes à lhl/2, l'~nsemble

est à conserver à l'obscurité.

'5m~ - laver les "larves" 3 fois 3 minutcs dans l1e2.u sulfureus.e

puis les conserver au réfrigérateur pendant 15 minutes dans

l'eau distillée.

6m~~- finir la dissection en s~parant et isolant les giandes sali­

vaires. Cette dis~ection se fait dans une goutte d'acide

acétique à 50 %. ~

Les glandes sont facilement repérables car les noyaux à

chromosomes géants sont colorés en rouge.

Oter aussi et conserver~ les gonades. Celles-ci sont colo­
~;:~:~

:r~êes . en rouge de façon uni forme.

Noter sui la lame le sexe de la' larve.

76~_-bien nettoyer la préparation en atan~ tous ~es tissu~ adi-'

peux et couvrir d'uhe Ipmelle non siliconée.

8 mt ~ _. Ecr a s e r l en t e men t 1e 9 g 1 a n cl e sainsi"net t 0 Yé es" e t t 0 ~1'0urs

plongées dans une. f,oytte d'acide acétique" à 50 i.

Après chaque écrasement observer au microscope l'état de" dé­

roulement des chromoscmes.
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D'poser tout autour de la lamelle une goutte de

en séchant permettra dé bien lire-l'emplacement

melle (pour les montages permanents).

Carmin qu~,

ùe la ia­

.--......,."

l~~~~- Bien étiqueter la préparation en notant

- l'espèce

- la date de fixation

- le sexe

- le numéro de la préparation.

Les lames sorit ainsi pr€parées d~ fAion pxovisoire, rtous ver­

rons qu'il est possible de préparer les lames de f~çon permanente.

b) Lac~6-acétic orc~ine te~hnique.

Cette technique est utilis'e par le Pr~ -. NEWMAN dans son-éiude

sur les chro~osomes de Prosimul~um onychodactylum.

Il faut noter, que le Pr • . NEWMAN utilise non pas des lamelles:

mais des lames siliconêes.

- Préparer une solution d' orcéine acétol.aèt..ique

2 gr d'orcéine + acide acétique glacial et acide lactique l"

parts égales

diluer une part de cette solution ~. 3.parts d'acide acétique

glacial à 45 %

- Les glandes extraites de la larve (cf. chapitre préc~derit) Gont

fixées dans le Carnoy.

- Finir la dissection des glandes en les ~éparant du tu~e digestif'

et de la tâte puis pratiquer

- l 'hydrolyse en laissant ces· glandes 5. minutes· dans' l'acide chlo-

rhydrigue Normal, ceci est fait è la température·de la, pièce

- 'Laver la minutes dans du Carnoy

- Colorer 5 minutes à l'orcéine acéto-lactique

- Recouvrir d'une lamelle

-'Ecraser, les glandes sont toujours dans le colorant

- Obse,rver aU:11 microscope entre chaque éé;rasement

- Les lames sont ainsi préparées d·e, façon ~empdra~'re_'èt-peuvent 'être

conservées au réfrigérareur --(sr?: C ). ":.u~21..~~ui-'-~·' t:.ùj.s •.
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111-1-3- Prêparations permanentes.

Les deux techniques cit€es pr€c6demment permettent d'ol>tenir de

bonries pr€per~tions' mais ~ dur~e de conservation li~itêe. Il est nê­

cessaite de conserver les "bonnes lames'! de façon permanente à titre de

référence.

a) Techniq~e de NE~MAN

- Pia~er la prGparation sur un bloc de çarboglace et laisser ginsi

quelq~es 30 minutes: 1 heure.

- Lorsque 1a ~a~elle est blanchie l'ôter d'un' coup sec ~ ~our cela

intraduire uné lame de rasuir entré la lame ~t la l2melle, main­

tenir ~a lamelie av~c le pouce et d'un mouvement sec du poi[~et,

ôter rapidement la l~flell~.

PIoneer la lame dans un bûin d'alcool étnylique a 95 % ~our

nettoyer et dSshydrater la pr~paration.

- ~onter dans l'Eureral.

b) Techniques deRQTHFELS.

Ces techniques pnt été d~critcs en détail pnr leurs ~uteurs 0t par

OVAZZA ~ussi nous n'y revi8udrons qu~ bri~vement. Deux ~~thodes sont

couram~ent employées :

+ sans carbo8lace

Placer les pr~p2r2tions~ lanelles en dessous, dans une boîte de

Pétri remplie d'alcool éthylique ~ 9S Z

- Attendra une nuit; en principe la lamelle Qst tombGe d'elle-m~me

sinon l'ôter, _~ente12,..::..:.'!t,~ avec Ulle law-e de rasoir.

- Eli~iner l'excédent d'~lcoul en plaçant quelques.instauts la lame

sur un papier filtre.

Avant que tout l'alcool sùit séché dépüsèr une goutte d'Eu~aral

et recouvrir la préparation ù'une lamelle normale.

+ Avec ·tarboglace

Si l'on dispose de cubes de carbùglace placer les ,réparatiollS

tem.poraires ~ lamelles en dessous, sur un cube 'et attendre enviro';l une

heure.

A l'aide d'une lame èe rp-soir ôter rapidement l"! Llmelle et ~Jlon~

~er ~e suite la préparation dans une botte de Pétri remplie d'alcool

éthylique} 95 %.
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Attendre 2 minutes, êliminer l'excident d'alcool et ~ontcr i

l'Euparai.

La déshydratation a l'alcool du matériel refroidi minimise le ré-'

tricissement des tissus et pèrrnet d'excellentes préparations permanente~

c) - Technique de DUNEAR.

Le Pro DUNBAR proc~de de façon identique au Pro ROTHFELS sauf sur le

dernier point: milieu ne m0ntage, l'Euparal est remplacé par une résine

Epoxy.

La résine de base est "Epon 812" (Shell chemical Co) à laquelle

s'additi~nneut 2 liquides anhydrique~ :

.. le "DSA" (dodecenyl succinic anhydre)

- le "NaA" (nadic methyl anhydride)

Un."accélêtateur", amÏ11~ terciaire aromatique,: est utilisé le·

"Dl~1.P 30" (2,4,6 .- tri (dimethylaminomethyl) phénol).

Ces produits sont utilisSs en combi~aisons diverses en fD~ction de

la "dureté" de la résine que l'on veut obtenir.

Pour. sa part le Pro DUNBAR utilise la conbinaison suivante

- Milieu 1 ~ 41,3 cc d'Epan 812 + 66,7 cc de nDSA

- Kilieu 2 = 39,5 cc d'Epan 812 + 32,5 cc de NMA

Additionner 6 cc de la solution 1 à 4 cc de la solution 2 et ajouter.

7 gouttas de DMP 30. Ce volu~e sera suffis&nt pour la préparation d'en­

viron 200 la!Ties.

Remuer pour bien mélanger les 3 produits et attendre quelques 1ns~

tants Dfin que toutes les bulles dis~ar8isRent.

Remplir une seringue en plastique du milieu ainsi constitué et

tailler léGèrement le bout de la ser1ngue.

Si tout le produit n'est pas utilisé en une seule fois, placer IR

seringue au réfrigérateur ce qui évitera le durcisseflent de la rBsine

d'oa llirnpossi~ilit§ de la r~employer.

La résine peut être ainsi conservée plusieurs m01S au congélateur.

Ce milieu de montage permet une conservation quasi infinie des pré­

parations sans risque de d~térioration (DUNEAf. 9 corn. pers.).
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Il faut noter cependant 4ue' l'Epon 812 et le DMP 3n sont toxi­

ques et peuvent causer de sévères dermatoses. Il faut donc l:ien se

laver à l'eau et au savon si l'on s'est malencontreùsement renversé

de tels produits sur la peau.

A la température ambiante le durcisse~ent d~ ia r~sine montée

entre lame et lamelle se feta en une à deux sem~~ri~~ environ.

Ce durçissement peut être accêléré : il est èfiectuê en 1 heure

à 50°C et 1/2 heure à lOO°C.

AttentiOrt aux excès dlEpo~, les la~eS doivent @tre sêparées tes unes

des autres et qu-aucune gouttS d'Epon n'a~bère ~u substrat lors du

sêchaRe, quelques minigouttes en exc~s entraineraient la perte irré­

cupé'rable des lames "cimentées" entre elles ou aU substrat!~.~

111-2- Observations.

N'étant pas un spêcialiste de cytotaxonomie ~es Simulies d'une

part et le Dr OVAZZA ayant dijà fait un rapport tr~s complet sur ce

problème d'autre part, nous citerons ici nos expériences personnelles

et un résumé des conversations que nous avons eu avec les.Fro!esseurs

ROTHFELS, DUNBAR et NEWMAN.

111-2-1- Observàtions personnelles Prosimul~um fuscum.

...

Le Pr~ ROTHF&LS a mis à notre disposition~ne sêrie de lames

de référence, des photographies et la ca.rtographie des chromosomes

~éants de Prosimulium fuscum. Ce~te espèce présente 3·chromoeomes·

(2n=8) facilement recortnaissables (fig. 15).

Sur les conseils du Pr. ROTHFELS' nous avons; observé lechro··

mosome III considéré comme le chromosome sexuel et noté deux inver~

~ions qui permettent de reconnaître le chromosome X du chromosome Y

(fig. l6a).

Nous avons cartographié l'inv~rsion 75-80 (fig. 16b)~

Pour nous démont~er le polymorphisme autosbfual le Professeur

ROTHFEL.S nous a aussi fait r,emarquer une inversion. importante pré·sen­

tee par le chromosome. 1 (fig. l7a) et les 3 possibilitês· présentées

par les chromosomes quant a c~tte inversi'on homozygote s~andard

humozygote invers~

hêtirozygote s/i.
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Cètte ih~ersion est importante pour suivre les difffrentes po­

pulations (ROTHFELS, c~m: pers.) et nous avons ph la cattographier

( fi g. 1 7ù) .

Sur le chromosome II, toujours sur l~s recoMmandations du Pr~~.

ROTHlELS Dobs avons obscrv6 l'inversion, entre les zon~s 49 et 53,

qu~ intéresse l'anneau de Balbiani (fig; l8a et b).

Deux bandes fortes au d~but rle la zone 49 ~onstituenrun bon

"marqueur" perme,ttant de retrouyet" rapidement là configuration stan­

dard ou invers5. Toujours sur le chromoèome II ~ai~ tn~iiegsant le

bras long nous avons pu voir une figure pard,'cu-i~ère ,ttâd,uisant

1 ',appariement de 2 chromosomes, l'un présentant une .configuration

stanè.ard et l'a'utre un segme,nt inversé (fig.ll1€}) et La b.oucle d'in­

vèrsion se traduit ict par cette figure remarquable.

La présence à nos eStés du Pr~ ROTllFELS ainsi que les cartes

mises i notre disposition nous Dnt permis ée n~us initier ~ ra cyto·

!'10rph0 logie ùes .Si:nu1ic r-.'. ~' • Il s'avère que les chrom.osomes des Simu­

lies sont aussi pratiques sinon plus que 'ceux des Po'aophèle,s. e·t passer

des chromosomes d1Aedes aegypti à ceux de P. fus~um.représ~nt un

granJ plaisir aussi bien pour l'oeil que pour la compr~hension des

phénomènes cytogénétiques.

111-2-2- Cytotaxonomie des Simu1iidae.

La taille exceptionnelle et l' agencemen': des bandes, par·faite­

ment visible,des chromosor.H~s des Sirr,uliidac a aU.torisé, un grand nom-'

bre de travaux et le développement èes études cyt6taxonom~Au·es.

De MONTALENTI (1947) KUNZE (1953), ROTHFELS (1956). ft BASRUR

(1962), ROTHFELS et FREEMAN (1966), ROTH'FE'LS (1970), ,DUNB-AR(1966a;b~

_ • 1969») DUNBAR et VAJIME (1971» plusieurs dizaines dt."ëspèces" de

Simu1ies ont pu être "cartographiées" et "analysées" cytomo.rpho1ogi­

qucm~ptr Les espèces néartiques ont été les plus é~udi~2~c~pendant

le Pr ...~ DUNBAR s'est tout particulièrement in,té.ressé'au grand pro­

bl~me du complexeSimulium damnosum et & bierr'voulu nous en parler.

~~ B- - Le complexe Simu1iu~ damnosum.

Certes ~ien loin de nous ltidée de vouloir fàire un histori~uc

de ce problème, DUNBAR (1969)et OVAZZA (1971), l'ont' déj,g,'présenté très

clairement.
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Hais, .10rs de not.re p~ssage à Torànto, un ass~stant du Pr ...

'DUNBAR, Mr.VAJIME revenait d'une' mission d'étude en divers pays

d'Afrique et les deux autèurs nous bnt montré leurs derniers résul:

~impl~~ OVAZZA (1971)

relations de ces membre:~

du complexe entre eux. Pendant notre séj04·i 'ii. a mêtie en 'réalité mo­

difié le schéma phylogénétique qtiii~ don*~ 8a~j ~on der~ier article

(1969)".

Un même phénomène s'est produ~t- :peridà-rtt: notre s€jour et le Pro ,.

DUNBAR nous a montré ces 3 dernier& es~ai~ pijYLo.éh~tiques.

Nous iesretranscrivons pour les inté~~$~~~.mai, (fig. }9 et 20)

même1.e ,tout: derti.~er diagramme (non encore, pub'lié) estsl,ljët ~ maints

changeme'nts (DUNBAR, com. pers.). Cette ,js'péciation" est'basé.e sur ::".

l'analyse statistique des inversio.ns f·lbttan·t.es let!' étude des ·inve.r­

sions fixes.

Le complexe S. (Edwardis~llum).damnosti~ est.a~tuellement consi­

·déré comme constitué de deux "sous-groupes".

- s04s-groupe Nile .9'.(oll +) "elHèces' jumelles"

- sou ~ - gr 0 up e San j e 7"e s p è ce s jume l ~.es" •

Epidémio10giquement 6 "formes" sont concerné.es, par ''la. tra~s­

mission de l'onchocercose • une du·".ous~g~oupe Sanje" et ,cinq du

"sous-groupe Ni1e".

Le sous-groupe Ni1e ~diffère du sous-groupe ~Sat),je':.par ~'les inver­

sions 1&-'1 et 1L-3 mais il ex~ste aussi c~rtains:;c,araçtère'smorpholo­

giques (DUNBAR, corn. pers~)~

Pour les spécla1istes du problème S. damnasum.n~us.ç~tons,ici

les tous récents résultats, que DUNBAR et VAJIME'ontbien'v9u~unOUS

communiquer.

- Chromosome :r

- Chromosome II

dans le sous-groupe Sanj e ·la·; '.ipopulatipo"· "Ki­

bwezi" présente des inversions""intraspécifi-

. ques" entre les se'ct,ions :·4'et 12, -"an .. undeter­

mined comp1ex of perhaps 3 inversions 1
': DUNBAR,

(corn,. pers.).

Il existe plusieurs inversions,'interspécifiques.

dans le sous-groupe Sanje

inversion IIL-5 (changements au ·~iveaudu Para

Ba11iani) •
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fixe chez i'Nkusi ii et" "Kibwe"zi", flottante cl:tez

"'iNyamagasani" .

Ihversion IIL-l chez "Sebwe"

"Inve r s iort 1 IL";' 34 chez '''Ki bve z i"

Chromosome JII; le sous-groupe Sanje présente p~usieur~ inversions

portées par ce chromosome

Inversion IIIL-20 chez "Sanje"

Inversion IIIL-21 chez "Kisawani"

Inversion IIIL-l chez "Sebwe'." et "Ki bwe z,i "

Inversion 1111'.-19 chez "Kibwezi"

Outre ceS données VAJIME nous a communiqué ses tout~s derniè-:­

res observations, nous les citerons en espérant 'que ces résult?t~

serviront d'aide aux ento.Qlogistes c~ncernês par le problème !.
damnosum. Nous précisons bien que ces renseignements sont entièrement

le fait de leûr auteur et que nous nous contentons de les Eett~ns­

crire avec son autorisation.

Principales caractéristiques de chaque "forme" du' "sous~

groupe Nile :

- Dieguera

IS-l ; IL-3-l6 ; IIL-8 ; III L-2

Mali, savane. Inversion importante sur IL :IL-3-l6.

Sympatrique avec la forme Sirba sa plus pr~che pa­

rente phylogénêtiquement.
,

- S-irba

1 "sous 'population" en Haute-Volta, Ghana", savane

guinéenne

I~ L-8 prédominant, configuration,standard rare

III L-2-6 prédominant, III L-2 pas commun

l."sous population" au Soudan, savane

Il L-8 exclusivement

III L-2-6 exclusivement.

- Nile "sous popul.ation"

En forit humide et en savane ~uinéenne mêridionale.

'''St,andard" chez II L. préd9minant (S/II L8)
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îÎIi~f 'p~édouiinaLt (lIIL-2/11'IL~2-6)

1L-1+3 ;'

18-1; IL-1+3

18.,.1'"Ni i ~" mo cl è i e cl é 'b a s e

I:I:L ? ; J;IIL.;i.

,iSirbflll ~od~le qe bàse

IIi ? ; il 1 L- 2- 6 ~ ,

Il existe des changements dans les pfopor'tions de "standard"

et IIL-8 ainsi que liiL-2 et tIIL~2-6, de 1~ for~t aux zones

d€sertiques.

- Ni1e-Sirba "popu1à,tiori ll

"!si1e form may start up, it lS the true '8. (!.) damnosum';

VAJ1ME (corn. pers.).

- Sdub re "'s ous popu,l a ti on 11 :

- en savane

- IIL~6-7/IIt-6-7 prédominant

111L-2 'absent.

- Bandama "s.ous population"

- en for~t h~mide, Cate d'Ivoire, Liberia

- IIL-6/ttL~6 ~iédo~i~~nt

II1L-2 présent .
.

- Bandama-Sou~re "population" :

"Bandama" : modèle de b'ase : 18-1';, ,IL-3 IIL-6

111L~2/11IL-4+2-11

"Soubré" 15-1; 1L-3 ; IIL-6-7' lIIL-4+2-l7.

Il existe d'impcrtantes fluctuations dans les proportions

des iversions 1IL-6 et IIL-6-7 des régions humides aux ré~~

gions sèches.

Présence ou absence d~ IIIL-2~en alterna~ivB avec 1IIL-2­

17+4.

18-1 ; IL-3 ; IlL-lB

Cate d'Ivoire (f6r~t)" Libêria (foi@t). '. ~.
Var i a tions mineure.s dans le .spec tre de s

inve r s'ion,sf lot t,an t;e s .

IS-l ; IL-3.

Cameroun (fo.r~t··'e:t ,sava!!-e)' liaute"'Volta

(savane)

Variations mineures dans le spectre des

inversions flottantes.
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Toutes ces informations communiquées par Itauteur à titre ami­

cal,. seront ~rochainement pu~liées par VAJIME avec aciples d~t~ils.

D'autre 'part, nous citons un croquis que nous a fait le Pri~ DUNBAR

quant à la transmission de l'onchocercose par cerfàines "formes ll et

la répartition spatiale de ces formes (fig, 21).

II-b2 - Les espêces jumelles dans la famille des Simuliidae.

Ici aussi nous n1irons pas faire un panorama complet des étu­

des cytomorphologiques des complexes dlespêc~s. jumelles~ Il faut ce­

pendant retenir que la notion d'espêce est basée sur l'étude des ~n-

ve.rsions

- une inversion f1X8 est considérée comme un cr.itère interspé­

ci=ique

- une inversion flbttante est considérêe comme intr.aspécifique.

Le Pr.
, '

ROTHFELS, nous a parlé du problème des tlsi.~lir.8-species"

e t r~ 0 t a mm e n 1: cl e s ~ s p ê ces j ume 11 e s., Pro s i IDU 1 i u fi fus C t\"i~ et È.' mi x t um .

Un examen minutieux de l'agencement des bandes cians les chromo­

somes salivaires, e." permis, dans de nombreux c~s, de séparer des es­

pèces jumelles "biologiquement sépar~es", Ilà 1 T :!.ntérieur" d'espèces f

cons idé rées p réa 1 ab lemen t comme uni ques (ROTHFELS, corn.' per s . ) .C~

La preuve du statut spécifique de ces " espêces biùlogiques Tl est

fournie par l'étude cytologique en l'occurrence l'absence, ou la pré­

s~nce, d'hybrides.

Prosimulium fuscum et"F. mixtu',-n font :? espèces jumelles diffé-­

rant par une inversion sur l~ chromosome II ct surtout pa~ l'agence­

ment des bandes sur le chrO~OG0Re ~XI cu chromos0Ru sexuel (fig. 22).

Trois autres espèces jumelles. sont actuellement' considérées

comme appartenant au même ilgroupe".

P. rhizcphorum

- P. sa 1.tus

- P. mys_ticum

Ces espêces pr§sentent essentiellement l~ mgme agencement d~s

bandes sur les chromosomes exception faite de la région du centromêre
.,"

du chromosome III qui porte les gènes "sexù~ls":

- P. ~ixtum - Le chromosome X présente la configuration standard,

~2 mais le chro~osome Y diffêre de ce modèle standard par une ~nver­

sion piricentrique, moins importante que celle intéressant le chromo­

some y de P. fuscum.
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~

- ~. rhizophorum : y et généralement X, o~t 1a configuration stan-

dard. X présen te souven tune invers ion peri cen td.q~e {~'i ~all t "p as ser"
.'!,'" .

le centromère au niveau du bras court.

- P. saltus:Y est facil~ment identi:Èiabl~ par une petite inversion

thtéressant la base du chromosome ilI L.

Dans le groupe Prosimulium les chromosomes X et Y se différen­

cient par des inversions intéressant les br~s long et court du chro­

mosome sexuel. Dans une "série" dleépèces p~tentes, le modèle ginéral

est dû. à des "modifications" des segments; sexuels aU voisinage du cen­

tromère. Ceci suggère que même chez les mâles Xo Yo (cônfiguration.

standard) le locus sexuél est près du centromère du chromosome III.

De p~us, vu que l~s quatre espèces de cet ensembl~ ne montrent pas de,

différences importantes dans 11 agencement àes bandes des. autres chro­

mosomes il apparait que la spéciation est conditionnée 'par l'appari­

tion de nouvelles paires X·Y co adaptées.

Cette étude des inversio.ns et notàmment du chromosome sexuel

repcse le problème de la détermin_ation du sexe chez' les .siI..lUliidae.

i-e Le problème du chromosom~ sexuel chez les Simuliidae.

Chez de nombreuses espèces de Chironomidae,et de Simuliidae la

détermination du sexe est gé.n,étique. mais les chromosomes X et Y sont

indifférenciablesmême .darts l'agencement des bandes des chrcm6somes

polytènes ùes glandes salivaires. Le "segment" déterminant le sexe est

probablement un gène ou une bande unique. Chez un grand. nombre de

telles espèces un segment différentiel ag~andi sur le c~romosome X et

(ou) Y a é té formé à 1 a sui te de changemcn ts s truc turaux,' g&n,é ra lemen t

des inversions.

C'est 'le cas. d~ 'GIYE!,~!~~~i~~où les mâles sont p~a:t:i"qllemen.t

tous hétérozygotes s/i pour une in"''''r!';i.u.lJ. -dn c.h.r.O'1\.\U-u·c>~ Y.tandis que

les femelles 'sont toujours homozygotes pour la s~quence s~an4ard. Il

a cependant été trouvé, exceptionnellement, un mâle don~:le chromosome

y présentait la séquence stendard.

Chez .les Simuliidae .. dans chaque genrG on connaît -des 'es'p~cc5

dont cert.~~s, miles au moins présentent des chromosomes X~et y n~

?ouvant être identifiés par l'étude du "banding-pattern".
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Dans d'autres espèces, cette condition primit~vG a disparu et

les chromosomes X et Y diffèrent par des changerrents plus ou moins.
complexes qui mènent a une différenciation de certains segments sur

ces chromosomes.

Chez de nombreuses espèces il existe un important polymorphisme

intiressant ce chromosome sexuel, il y a cORxistence, parfois sympa­

trique, parfois plûs ou nains alloratrique, des chromosomes X et (ou)

y pr§seutant des degrês vari§s de compl~xité.

Chez P. fuscum l'évolution du chromoso~e sexuel débute avec la

condition ancestrale : X et Y iuùifféreuciables cytolcBiquement~ A 1

suite de plusieurs inversions successives il apparaît de~ segments

difffirentieis sur les chromosomes X et Y.

Cependant, au cours des étapes intermédiaires, il faut noter la

possibilité de ré~ssortirnent dans les séquences de X et Y par l'actio

dü I3ro~8:Lr.g··over (fig. 23).

Chez R.. !u_~ (fig., 24) les séquences Xc et Yo ou't pratiquement

disparu, leurs struétures sont déduites de la phylogé~ie générale des

chromosomes.

Le X le plus fréquent (Xl) est obtenu après une importe.nte lllver

sion portant s~r la portion centrale 1u bras III S.
. .
~nvers~onest obtenu après une petiteLe Y le .plus fréquent (YI)

l'éricentrique.

Ainsi deux segments G.if:C~renciés: sont créés qu!., cependant" sont

séparés par des portions pouvant siapp~rier et où le crossing-over

peut se produire.

~ue ce crossing-cver ~lt bien lieu est indiqué par la découverte

dans la nature, de rares larves du

d'une façon concluant~, de type Xl

ty~~ ~ Y-. et ffi8me, rare~ent Eais
c .l

Dans chacun de ces types de crossing-over, la ~etermination'du

sexe de la larve est duc aux "segments différenciés"',et non à la "sé­

quence distale". Etant donné que ces larves furent rare~ent trouvées

on peut en déduire que les porteurs de tels chromosomes sexuels affec­

tés t'ar ce crossing-o'ver sont désavantagés dans le jeu ~ela sélection

naturelle.

Dans l'§tap~ finale U~ J.'~volution du chronosome Y à la suite

d'une série d'inversions, le segment affecté par le crossing-'over a

disparu (Y Z) produisant la combinaison X
l

Y
2

a·ve.:cun s.egment diffé-
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rentiel un~que comprenant pratiquement tout le bras Il~ S (ROTHFELS,

1956 et com. pers.).

Cette étude de l'évolution et de la différenciation du chromQ~

some sexuel renouvelie la compréhens~on des phénomènes de polyplo{­

die et parthénogénèse chez les Simuliidae .

• cl - Pqiyploidie et Parthénogénèse.

La majorité des espèces de Simulies connues sont diploides,

2n=:=6. Cepenciant il a été rem~rqué certaines variations dans le kar,Yo'"

type des Simuiies. Le c~mplexe Simulium (Ensimulium) aureum présente

un nombre hapioide de chromosome n=2 (DUN~AR. 1958, 1959, 1965).

DUNBAR (1966c) a montré l'existence de chromosomes accessoires

ou "B'" chromosomes chez' E~,simuli\,lm costatum (fig. 25).

D'autre part des 5 genres communs eri régions tempérée& Nor~

(Gymnopais, Twinnia, Prosimulium, Cnephia, Simulium), quatre présen~

tent des espèces triploides parthénogénétiques

- Q.. ho1opticus et G. dichop,ticus

- P. urs~num

- C. mutata

- S .. ornatum

Nous citerons ici deux exemples particulièrement intéressants

m~s en démonstration pendant le colloque de Toronto.

Gymnopais

Q.. holopticus et Q.. dichopticus, sont tous deux représentés par

des populations constituées d'individus diploides des 2 sexes et

d~individus triploides tous femelles.

De part l'agencement des bandes dans les chromosomes, 6 ..

ho1opticus est proche du IlProsimulium ancestral-standard".

Les rel a t i 0 ris en t r e _G. .ho 1 0 P tic us' e tG. ci i ch 0 P tic u s p e ilven t

être ainsi' schématisées.

.'

- G. h.

- l 8

- II S

- III, LIIII L-l

G. d.

l 8-1,2

II S-,l

III L-l
) diploides
)
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Les bras non indiqués présentent la séqU(~i1ce standard et l'on,

peut Utiii~er les inversions ~o.m~ ~'~arqueure~ pour diff~rencier le,

chrowosomes 1 et II~

Deux sortes dii~dividus tripld~di~ peuiéh~ at~e trouV~s

Il ho 10 ~ t i c~ s ~ XIl et" die h 0 p tic~ s 3Xil •

"Èol.9_pt~cus 3X" )deuy. parties de la ga:rÎÎ.ibire ch.romcsomiqüe

) .~: ho l op ti cu::>

)+

)une par~ie de l~ gatnittire chromosomique de

)dichopticus ..

"dtch"opt,icus 3X")d.eux parties de HI. garniture chromosomique de'

),di chop t i C:~~,

)+

)une partie de là garniture ~hromosomique'de

.) ho lo.p t i eus·.

Les individus diploide~ sont confines dans les refuges gla­

cial'€. d'l Alaska •.Les individus triploides se sont étendue, de 1: Alas-'

ka. au Labrador. Appàremment lacomb"inaison "hétérozygote", dl:.e aux

espêce& hybrides, et toute la descetidance femelle due à la ~arthen~­

8én~se,conf~re _ un ~vantage sélectif dans les conditions exactes de

11 env iro·nne.ment artique. Ceci est :intêressant en tant qu'exemple de

l;sélection mutuelle" poux,> au moins, deux pool géniques.

_.tnephia muta~a

BARSRUR et ROTHFELS (1959) ont découvert le phénomêne de po­

lyploidie chez Cnephia mutata. et 4 autres espèces. ·Les, feme·lles tri­

plaides de f. mutata vivent sympatriquemeut avec les mâles et les fe­

mûlles diploides mais il n'y a pas d'intercroisements. Les auteurs

pensent que cette triploijie se maintient pa~thenogég~tiquement

tandis que la diploidie se poursuit jar croisements nor~aux mâles XY

femeller; XX.

Les populations de Gymnopais ou Prosimulium trip~oides sont

strictement monomorphiques (c:es[-~-dire~tous semblables ou ayant. une

variation clonale) quant à leurs ch=omosornes et ont~ probablement,

une pa-r:thenogénèse "améiotiQue".
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fat coritie C. mutata pr~sente des chromo8bmes "versatiles" et

on petit 'notei dé~ réassoftiments entre le~ inversions considérées

comme ~~atq~i~i~" dan~ la d~s~endance diune tiniqu~ f~mei1e. Q. mutata

triplo!de e~t parthenoiéniiiq~:mat~,pi~§eh~e un~ ~atthenogin~se .

"méio'tique", les recombip.aisoris: e'titre les chioin~~oméS des individus

femel,les peuvent se faire p'ar le jeu éÎes '~hiasma." (fig. 26),;

A côté de ées importan'tes var'~-ati'oris 'quant' au nombre des chro­

mosomes DUNBAR (i96~c) a trouvé, ~o~s 1 i avon,5 noté, des, "éhromosomes

accessoires" ou "B chromos'ome" .. tï~r'omos'om'es numéràires dont 1~ pré-­

sence aussi a été mise en évidence ~ar les auteurs russes (CHUBAREVA,

1968 ; CHUBAREVA et TZAPYGINA~ 1~65

1965).

Mais il a ~té aussi rematqué des phénom~nes de trisomie (2n+1)

notamment chez ~. mu1tidentatum.(fig. 27).
,-

La présence de chromosomes surnuméraires peut être détectee en

colorant au "f1uorochrome acridine orange~ les noy~tix à l'in~erphase.

e) Le problème des hybrides.

Les hybrides ont éte rarement notés même dans 1e~ zones de

sympatrie d'espèces jumelles pioches. Cependant on trouve, avec une

certaine "fr6quence, des hybrides de f. mu1tidentatum et P. magnum

(fig~ 28a et b). La reconnaissance des hybrides entre ces espèces­

est simple vu que ~. mu1tidentatum diffère de ~. magnum p~r au moins

une inversion ; d'au~re part les chromosomes ae P •. mu1tidentatum

possèdent un chromocentre, ce que n'ont pas les chromosomes de P.

magnum. Ces différences spécifiques sont conservées dans les hybri­

des de première génération (fig. 28c).

En outre, même lorsque l'agencement des bandes semble "homo1o­

8ue", l'appariement dee chromosomes est faible chez les hybrides.

Il se produit aussi des croisements de retour et ils peuvent

être aussi facilement diagnostiqués par l'examen des chromosomes

puisque les hybrides obtenus présentent alors 'une homozygotie pour,

un ou p1ugi~urs chromosomes pa~entaux (fig. 28d).,

f) Evolution et rameaux phy11ftiques.

Che~ les Simu1iidae r'§tude cytomorpho1ogique des ·différentes

populations d'une m~me esp~ce a permis la mise en évidence et la

compréhension de nombreux comp1èxes d'es~èces jumelles.
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En se basant sur les aberrations chromosomiques na~ureJ.les,

i rive r s ion s ( fi x e sou flot t an tes), t r an s 10 c a t i ori s, pol Yplo i die, t r an s ­

p,osition du centromère •.• , les auteurs ont pu dif.férË~ricier les "es­

pèces associées" et étudier leur lien de parenté. L'examen des chro­

mosomes complète l'étude classique de la morphologie ext~rne mais il, .
s'avère que les résultats ne sont pas identiques ai'nsi' que l'a ex-

pôs€ le 27 avril 1972'le Professeur WOOD (fig. 29).

C'est essentiellement sur la base de llé~ude de~ ih~ersion~

qu'ont été établis les différents clades.

Outre les relations de phylogénie intéressant les membres du

complexe ~. damnosum (fig. 19 et 20) nous, citerons, à titre indica­

tif quelques "ess;üs de phylogénie" qui ont été mis en démonstration

lors du colloque de Torontd. (pianch~ 30).

Ces tableaux doivent encore être co~sidérés non comme des

structures définitivement établies mais plutôt comme des "instru­

ments de travail" améliorables et'qu'il fnut manipuler avec une cer­

taine réserve si nous nous en référons à l'expérienc~ personnelle du,

Professeur DUNBAR.

Les études 'cytomorphologiques des Simul_Î:-:!:.~a~ présentent, outre

un intérêt scientifique évident, un inté~êt pratique revêtant une

gr1fnde importance. La "reconnaissance" des espèces jumelles sympa­

triques doit permettre une meilleu~e compréhension'des phénomènes

biologiques naturels ains:i qu'une approche plus précise des- phéno­

mène s épi démio logiques, no t amme~ t 1 es modal i tés de t ransmi s s ion de

l'onchocercose.
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CONCLUSIÔN,ÈT CONSIDERAT~àNS PERSONNELLES •

..
kri ~o~c~~sioh nous tgn6né a ~Qtiiigrie~ i~iriE~rit e~ l1i~por~

t~nce d'u~ tel stage à l'~trahget P9~i ~n je~ne ~h~rcheur.

Cet intérit pe!1t être considére sous pi'usieurs, aspects

connaissance des niéthodes "de travail employées dans 'c"es la-:

boratoires, caract~rlsé~ par un rendemen~ qtialitatif è~ qpantitatif

considérable.

- connaiss~ncé per~onneile de personnalit~s s~ie~tifiques avec

le~squelles les relations tant humained que scientifiques sbnt d'un

apport très riche.

- connaissanc~ scientifiques approfondies dans une ~pécialité
'f

qui n'est encore que peu ~tudiée en France.

~ connaissances qui profitent i tous les entomologis~es de

l'O'~R.S.T.O.M. par l'intermédiaire du rapport et des conv~tsations au

retour dé ce stage.

Dans un premier temps nous avons 6t~ frappâ par les c~n~itions

de travail dans les diff~rents laboratoires que nous avons pu visiter.

·Les caractéristiques fondamenta}es sont: le trévail en équipe sur un

sujet commûn dont chacun étudie un aspect tris précis et le ~rassage

permanent d'idées à l'occasion de nom,breux. exposé.s. que chacu,n est

tenu de faire.

Nous avons pu su~vre quelques-uns de ces' exposés ,hehdomadai­

res et nous avons notamment r~pporté les propos du Pr.~. RAI sur les'

problèmes de lutte biologique par manipulation du· pool génique: Ces

confêrences sont tr5s enrichissantes auasi bien pour l'iuteur ,que pour

ses invit§s qui émettent librement leur avis,et. c9nment~ire~. Ce qui

n~asdamène'à parler des relatioris humaines dans .ces équipes ~e re­

cherches. Un point fon~amental'est l'intégration de ch~cun dans.cette

kquipe ~ais touj~ursrespect de la liberté individuelle. D'autre part,

le chef dQ service maintient des relations d'ordre igalitaire av~c

ses collèg'ues comme ';),Vcc ses assistants .et ses. élèves.



- 85 -
\

T~~vaillant avec les assistants des Professel'rs kITZMILLER et

,CRAIG nouS avons pu avoir de nombre~ses èonvetsatiqns ~ur ce sujet

qui riou~ parai~ capital p~ur le ten~efu~h~ d~uri labaratolre.

nisposarit djun matiriel tr~s ifup6ttârit~ le Piofesseur CRAtC par

exempie po~s~de deux comput~~rs qui pet~ètte~i uri~ erialyse tapide et

complète des risultats des cro~sement;s, l'es "Departinent" qtle nous
avons visitis peuvent' effectuer des ~tud~s théoriq,ues tr~s ap-p'ro-

f 0 n cl i es; 'pe s 1 ab 0 rat 0 ire s po s s è 4en t des ".fie 1 cl 1 ab 0 rat 0 r y" au !3 s i

bien en Amirique du Sud (Prof'ess,eur KITZMILLER) qu'aux Indes (Pr .. RAI),

ou en Afrique de l'Est (Pro CRAIG); a~ns~ pel,lvent 'être m~ses en pra­

tique les expériences et hypothèses ayant fait l'objet d'études théo­

riques importantes.

Sur ce pOint les Services qui nous ont accueilll sont r~marqua­

bles' par la recherche constante de nouvelles techniques ~lus rapides

et plus effieaces. Ces techni~u~s sont m~ses â la disposition de

tous, et notamment des visiteurs, dans un esprit de coopération inté­

ressant.

Pour notre part, nou& avon& ainsi pu apprendre.de nombreus2s

techniques et améliorations 'p,etsonnelles des Profes'seu,rs qui nou,s ont

reçu techniques que nous avons exposées dans'notre rapport et qui,

nous l'espérons, pourront êt,re tr~s utiles à nos camarades- entomolo­

gistes.

'Dien souvent ces techniques n'ont pas fait l'objet de publica­

tions, notamment la méthode d'élevaga des la~ves d'anophêles' en eau

salée, èt pour cela notre rôle est double, nous iniéier et informer

ensuite nos camarades. Il est dommage que les études, cy,togén.étiques

n'aient pas encore acquis droit de cité e~Fra~ce, l'O.R.S.T.O.M.>

d'une part et l'école de MOhtpellier d'autre part sont les seuls â
, .

s'intéresser à la citdmorpholog~e et la génétique des insectes vec-

teurs. Il y a donc encore un .vas'te chatl).p.n'inve,sti.ga.ti,on dans:' lequel
, " ';'"

nous aimeriqns ·trav.iller davantage.
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Ce stage fut, qéla$, trop court pour que npQs puissions entre­

prendtè tin import~nt travail personn~~ pratique; il nous a cepen­

dant per~is dra~profpndir tiod ~o~nai~s~ncés quah~ à la mbrpliologie

de s chromos ome s d' anophè le s; de nous i ni ti er 'à l a g~pé tique di !.ed~

aegyp·ti· et à la cytotaxonomie des- S~muli{da,e.

Ainsi que nous l'avons no~i, n~us ivdns pù tc~cn~r : au tentre

O.R.s.t.d.M. de Bond~ une collection de préparitionè de thromosome$

polytènes (!. alhimanus, !. quadr~ma9*iatus et !~ atr~par1~~) hu~t

souches mutantes- d'Aedes aegypti èt des' piéparationè ~e c1)tomosomes

pdlyt~hes de simulies. C~tte t6iléttidn pourra ~ervir au~ jeunes

élèves et entraîner '1' appar.ition de vôcations cytogénétiques, elle

pourrq aussi servir de matériel de trav~il 90ur to~te personn~ in­

téressée par tes nombreux, et éminemment intéressants, problèmes de

gênétiqu~ des insectes vecteur.:: d'aff~Gtions parasitaires.

Ce type d'étudè cytogénêtique avec son appli~ation ptatiqu~

dans le cadre de la lutte biologiq~e revit pour nous un g~and inté­

rit et nbus aimerions pouvoir mettre en pratiqu~ ~n région ét~io­

pienn~ toutes les informations quenons avons pu a~prendre.

C'est dans cet espoir que nous conciuerons notre rapport de

stage en remer~iant tout particulièrement les Professeurs KITZMILLER,

CRAIG t RAI, DUNBAR, ROTHF'~LS et TRPIS qui ont bien voulu nous acceil­

lir et prenère sur leur temps pour nous mOntrer leurs méthodes et

les résultats, soùvent nonr.en'core publiés, q.ue ce.s techniques leurs

ont permis d'cbtenir.

Pou r t 0 u tes ces don née s. ft pp r i· ses e t 1 e s p ers pe c t i.ve s. d'aveni t

qu'elles comport~nt que Morisieur le nit~cteur'GéQéral Je l'O-fiice et

Monsieur le P~ésident du tomi~é Technique d'EntomolDgie mêdi~ale

trouvent ici f'expression de mes p-lus ·sincè.res. et· respectl.H.!U:~ remer-

c,iments.

Braz~~vill~, le 8.octobre 1972

P. CARNEVALE
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DiSSE CTION DES LARVES D' ANOPHELES ET

PREPARATION DES GLANDES SALIVAIRES
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DE51GNATION ARBITRAIRE DE L' INTENSITE D~5

BANDES ET REPRESEN TATrON SCHEMATIQUE
l '(d apl"C?s KITZMILLE"R)
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SALIVARY CHROMOSOME COMPLEMENT OF A PSEUDOPUNCTTIPENNIS
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INVERSION PERICENTRIQUE
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DI5SECTION DES LARVES D'AEDES AEPYPTI ET

PREPARATION DE5 GLANDE5 SALIVAIRES
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CART Ë GE N 1~UE 0/ AEDE5 AEGYPI

(d'après GRAIG et HICKEy ,1(67)
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TRANSM 15510N DEC; CARACTERES L lES AU SE XE
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TRANSMISSION DES CARACTERES LIES AU SEXE
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DI55ECT ION DE5 LARVES DE SIMULIES
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REPRESENTAT ION SCHEMATIQUE DES 3 CHROMOSOMES

de Prosimulium Fu::.cum n =3
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DETERMINATION DU SEXE CHEZ P. fuscum

y
=

1

1
1
1

1
____ --1

~---ïl
~

1

1

1

1

1

1

1

1~~9menr
InverSe

1

1

79

76

75

BD

77

78

c

y

r-­
1

1

1

1
1
1

1

1

1

1
1

r- - .-
1
1

1
1
1
1
L _

Chromosome III

. .
cnverslon

~

.
InverSion

- -. l

1

1
1

1

SCHEMA DE L'INVERSION

(d 'apr~'ROTH FELS)

1
1

1

1
1

1

1

1
__ -1

xx

r T--i

c

PL. 16 a
-----r-.....~

..
CARTOGRAPHIE DE

L',NVERSION

(observarion personnelle)

PL. 16 b

81

82
Centrorn~re



)

Planche .17

POLYMORPHi5ME INTERE55AN TUNE 1NVERSION
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Le comp Ie?xe Simulium damnosum

PHYLLOGENIE DU SOUS-GROUPE N ILE

(Forme? Afrique? de? l'oUQsf")

(d/apr~s OUNBAR-1972)

'.

Bi Ile

1
15-1
l L-3

Sous groupe

5ANJE
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ID L- 2 absent
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Bondama

rEL-6

r
mL 2 17 4­
mL 2
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-----.,...... ..
mL 2 il L ?

Diequera

,

IL-3r.16
nL - 3
mL 2

SÎrba

J
S/IlL-a

mL-2/ntL-2-6
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rl L-1
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Le complczxcz Simulium damnosum
;

Phyllogénie du sous-groupe Sanje

d'après DUNBAR J Aout 1971

Sous-groupe NILE

IS - 1 IL- 3

Nyomogosonl
TIL Il L - 5

mL"'1 IS (3 é top es) k i b wez ;

IlL - 34 t mL - 19

llL - 1

SebW8

mL .... 20 mL - 21

Kisawani

(Nyomogoson;:standord)



~ Nyomaga~ami 2-/_
S~bwe 98-/_

DAMNOSUM ET

L'ONCHOCERCOSE

~ Nyama9osoml 80 -/_
Sf'bwe 10-/_

1000 m

Planche 21
LE COMPLEXE

L'EPIDEMIOLOGIE DE

(d'aprè50IJMBAR 72)

Nyomogosoml ~ v.,creul" impol"~ont

dll l'onchocf'l''co~~
~uond S.,bw., e~t obsent Nyomogosomi
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\.II

1 n m r II nI
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'.

~yom09osoml
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[ Sllbw,Q diFf.l"1l de Nyomo9osomi

pOl" les ;nve'l"s;ons II'L1 et
m L1 ]

08 " DOl/bill Bulle
B. AnnllOU de Bolbieni

PB .-: POl"O Bolbioni

be =: Bli stel"

!:!.ybl"ides: tl"OUV;S dans
10 nOrUl"e .,t pl"lls.entonr

10 bouc"~ de l'invel"siol1
\\ 1" . • L'
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PROSIMULIUM MULTIDENTATUM
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