OFFICE DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE OUTRE - MER

CENTRE DE BRAZZAVILLE

Service d’Entomologie médicale

Etude de la Cytogénétique et la génétique
des Culicidae et des Simuliidae

RAPPORT DE STAGE

Par P. CARNEVALE

Chargé de Recherches stagiaire

Ent. méd. Parasitol./ P. C./ 130/ 72 Octobre 1972



RAPPORT DE STAGE

ETUDE DE LA CYTOGENETIQUE ET LA GENETIQUE

DES CULICIDAE ET DES SIMULIIDAE

Basée sur un séjour de 45 jours dans les

laboratoires des Professeurs

- J.B. KITZMILLER, Department of Zoology,, Urbana.

- G.B. CRAIG Jr.,

- K.H. ROTHFELS,

University of Illinois, U.S.A.
Department of Riology,
University of Notre-Dame,
Notre-Dame, Indiana, U.S.A.
Deﬁartment of Botany,
University of Toronto,

Toronto, Ontario, CANADA.



CYTOGENETIQUE DES Culicidae.ET DES Simuliidae

I'_

CYTOGENETIQUE DES ANOPHELES

I-I- Elevage des Angphéles

I-1-1-
I-1-2-
I-1-3-

I-2- Pr

I-2~1~

I-2-2-
I-2-3-

1-2-4-

Elevage des larves pour 1'&tude des chromosomes.

Elevage des mutants d'A. albimanus.
Quelques techniques utiles.

a~ Technique d'isolement des femelles
b- Technique de comptage des oeufs

¢~ Technique de copulation forcée

d- Technique de ponte forcée

gparation des chromosomes

Produits utilisés
a=- Fixateur
b- Colorant

¢~ Milieux de montage

Dissection des larves

Obtention des chromosomes -
a- "Squash technic"
b- "Tap technic"

Préparation permanente

I-3- QObservation et_cartographie des chromosomes polyténes

Rappel succint
Matériel
a- Préparations personnelles

b- Collections mises 3 notre disposition

Lecture et interprétation des chromosomes

I-4- Aberrations chromosomiques

I-4-I-
I~4-2-
I-4-3-
I~4-4-

Rappels succints : BN
Matériel
Observations

Intérét des aberrations chromosomiques.

polyténes



LY IT - CYTOGENETIQUE ET GENETIQUEKD'AEDES AEGYPTI.

II-I- Cytogénétique d'Aedes aegyptf

- II-I~1- Elevage des larves pour l'examen des chro.icsomes poly-
ténes.
a) Méthodes de MESCHER (1963)
b) Remarques personnelles.
II-I-2- Chromosomes polyténes
a) Dissection des larves et préparation des
glaﬁdes salivaires.
b) Résultats et observations des chromosomes poly-
ténes.
bl) Observations personnelles
b2) Travaux de MESCHER (1963) et RAI
¢) Discussion et perspectives.
II-I-3- Chromosomes mitotiques
a) Principales techniques
b) Observations.

II-2_ Génétique d'Aedes aegypti.

II-2-1- Elevage des mutants et maintien des souches.
Y a) Souches et observations personnelles
- Matériel
- Remarques
b) Elevage de routine des mutants
¢) Conservation des souches
II-2-2- Cartes géniques
a) Rappels succincts
.al) Phénoméne aﬁ=1inkage
a2) Caractéres 1liés au sexe
23) Phénoméne de crossing-over
b) Location d'un géne
bl) Croisements
b2) Interprétation des résultats

II-2-3- Cartes de linkage et génétique formelle d'Aedes
aegypti.



¥

II-3~. - Intérét pratique de ces &tudes

II-3;1 =) Lutte biologique
’ aﬁh‘Principes
b - }échniques
A- Stérilisation des insectes
\\ A1- Chimiosté&rilisations
] A2~ Irradiation
éL Manipulations génétiques
' Bl- Distorsion dﬁ sex-ratio’
B2- Translocations chromosomiques
B3~ Contrdle génétique des vecteurs de
filaires
¢o - Premiers résultats
4- -~ Perspectives

II-3-2 - . . Cytotaxonomie.

IITI - CYTOTAXONOMIE DES SIMULIIDAE

III-I - ?gchniques de préparation des chromosomes.
III-I-1 - Dissection des larves -
a) Technique "push and pull" de NEWMAN
b) Technique de DUNBAR

c) Technique "ouvrir et tirer"

ITI-I-2 - Préparation des glandes et des chromosomes
a) Technique de ROTHFELS et DUNBAR : "Feulgen
technique"

b) Technique de NEWMAN : "lacto-acetic orcéine
technique"
III-I-3 - Montages permanents )
a) Technique de NEWMAN
b). Technique de ROTHFELS
c) Technique de DUNBAR



* I11-2 - Observations

III-2-1 ~ Observations personnelles : chromosomes géants de

Prosimulium fuscun.

I11-2~2 - Cytotaxonomie

a) Le complexe Simulium damnosum

b) Les espéces jumelles

c) Le probléme du chromosome ‘sexuel
d) Polyplofdié et Parthé&nogéndse

e) Le probléme des hybrides

f) Tameaux phylfétiques.

CONCLUSION ET CONSIDERATICNS PERSONNELLES

«



Le développement des phénomé@nes de résistance et la pol-
lution sans cesse croissante du milieu ont déterminé, poyr rempla-
cer‘l'emploi massif d'insecticides, la recherche de acuvelles
techniques permettant le "contrdle" des insectes, dits nuisibles,
sans modifications essentielles du biotope.

Tout d'abord, il faut rayer de notre vocabulaire,6 le terme
d'éradication. D'un point de vue pratique, l'éradication d'une es-
péce d'insecte est déjia bien souvent utopique ou nécessite des mo-
vens trés importants. Et d'un point de vue écologique, quelles sont
les conséquences de la disparition d'une espéce ? C'est 13 un pro-
bléme que les plus modernes ordinateurs ne peuvent résoudre car la
"loi de la nature" ne peut €tre mise en fiches. De ce fait, au lieu
de tenter, grossi@rement et chimiquement, d'é&liminer une espéce, ne
serait-il pas préférable d'essayer de la "contrdler” en limitant ie
hombre de ses représentants ou en ré&duisant son impocrtance en tant
que nuisance.

Ainsi, pourquoi ne ‘pas laisser vivre les moustigues e¢n
- dtant leur pouvoir vecteur d'affections parasitaires pour 1l°homn.
et les animaux ? Stopper la transmission d'organismes pathogénes
tout en maintenant,dans la mesure du possible le biotope intact,
tel doit @tre le but principal de tcus les travaux actuels,

La génétique des populations ouvre un chapitre capital.
dans 1'histoire des relations entre 1'homme et son environnement.
Ce type d'dtude est appelé & prendre une place prébondérante dans
la science qui nous intéresse.

Mals avant de manipuler le pool génique d'une population
culicidienne, encore faut-il parfaitement conraftre le génotype non
seulenment de l'esp@ce 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 nrobl@mes entomologiques, nous avons effec—
A tué un stage de 45 jours dans les laboratoires du Professeur

KITZMILLER ‘d'abord, puis du Professeur CRAIG et eniin du Professeur
‘. ROTHFELS.
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Ce stage nous a permis d'@tudier successivement
- la cytogénétique des anophéles,
~ la cytogénétique et la génétigue d'égggg aegypti,
~ la cytogénétique des simulies. '

En outre, pendant notre sé&jour, nous avons eu plusieurs
conversations avec différents chercheurs travaillant sur d'autres
aspects du probléme général "relations hGte-vecteur-parasite".

Notre stage a &té essentiellement consacré & l'aspect pra-
tique de la cytogéné&tique, toutes les informations théoriqueé étant .
clairement exposées dans le livre "Genetics of Insect Vectors of

Diseases” de WRIGHT et PAL (1937).

I- CYTOGENETIQUE DES ANOPHELES

Du 16 mars au 8 avril 1972 nous avons sulvi un stage de
cytogénétique dans les laboratoires du Professeur JAMES B. KITZMILLER
(Department of Zoology, University of Illinois, Urbana, Illinois, l
61801, U.S.A.). '

Selon KITZMILLER (com. pers.) on peut dire, qu'd de rares
exceptions prés, toutes les espéces d'anophéles actuellement décri-
tes d'Amérique du Nord, sont, en réélité, des fomplexas d'espéces
jumelles. Ceci est également valable pour les espéces d'Amérique du

Sud (Anopheles darlingi, A.muneztovari).

Ces problémes de complexes d'espéces jumelles se posent
donc en termes aussi délicats en Amérique qu'en Afrique et justifient
les importants travaux qui s'y rattachent. '

Ces travaux font appel & des techniques de plus en.plus
élaborées et notamment en cytogénétique. La premiére &tape a consis-.,
té, et consiste eqcofe, d établir pour chaque espéce la cartographie
des chromosomes polyté&nes, des glandes salivaires des larves.,
(KITZMILLER, 1953 ; COLUZZI et SABATINI, 1967 KITZMILLER ét al.,
1967) ou des cellules mourricires des ovarioles (COLUZZI, 1968).

Cette &tape se poursuit tout naturellement par 1'&tude des aberra-
tions chromosomiques naturelles ou provoquées : mutations, inver-
sions, translocations... Cette &tude est trés importante et permet

de reconnaltre et séparer différentes populations naturelles d'une
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méme espdce, d'envisager la mise en &vidence et l'utilisation pratique

de "génes marqueurs"” d'expression phénotypique. En outre, une &tude
biochimique 2st 4 1'ordre du jour (TREBATOSKI et FAYINES, 1969 ; NARANG
et KITZMILLER, 1971).

' L'étude des différents enzymes, et plus particuli@rement
des est@rases, a déja permis de déceler les loci de certains géunes
marqueurs d'expression biochimique.

Pour notre part, nous nous sommes plus particuliéremant
:nté8ressd§aux deux premidres &tapes, en l'occurrence cartographie des
chromosomes et &tude des aberrations chromosomiques;

‘ Dresser la "carte" d'un chromosome ne se fait pas unique~
ment en rivant son oell i un micfoScope.

iIn certain.nombre_de phases précédeﬂt l'observation des
préparations : '

~ €levage méticuleux des larves :

~ densitd optimale par bac,
~ quantité et qualité de la nourriture cfferte journel~-
lement, .

- choix des larves = il faut prélever les larves lorsgu'elles
ont atteint le stade adégquat., En effet, les zhromosomes ne sont bien
“lisibles"” que dans les glandes salivaires des larves d'anophéles au
début du quatri@me stade.

uelgues heures d'dcart peuvent avoir une grande influence

sur 1l'aspect des chromosomes gui, trop dgés ou trop.-jeunes, ne’ peuvent

/
!

alors @tre correctement interprétés. :
~ préparation soignée des glandes salivaires :
- dissection, fixation et coloration,
- premi&re observation, ‘ .
~ @crasenment ("squash technic")
- montage permanent si les chromosomes sont bien dérou-
lés,

"banding-pattern" de chague bras de

- lecture précise du
chremosome. Ce point est particulidrement dé@licat et nécessite la
“lecture”" d'un grand nombre de lames si l'on veut faire une :

~ Lonne interprdtation de 1'agencement des bandes donc

= une cartographie correscte.

A partir de cette carte de réffrence on peut alors obser-
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ver les chromosomes d'autres souches et remarqu:r les inversions ou
les translocations particulires qu'elles présentent. C'est cette
séquence de travail que nous avons suivi pendaunt notre sé&jour 3

Urbana.

I-1- Elevage des anophéles

Nous avons Elcvé trois espéces maintenues en insectarium
depuis plusieurs générations :

- Anopheles albimanus

- Anopheles quadrimaculatus

- Anopheles atroparvus

Anopheles albimanus a fait 1'objet d'une atterncion plus

particuliére dans la mesure oi la souche maintenue en &levage pré-
sente une mutation naturelle. Les mutants sont sélectioinnés pour une
étude fondamentale, & la fois génétique et cytogénétique (RABBIANI,

com. pers.).

I-1~1- Elevage des larves_pour 1’

i

tude des chromosomes

- -

1]

KITZMILLER (com. pers.) a remarqué que les chromosomes
des espéces halophiles étaient généralement plus faciles 3 lire que
ceux des espéces dulgaquicoles.

Partant de cette observation
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d'eau douce ont été élevées dans un uilieu 1légdrement salé ; les
bras des chromosomes se déroulent alors plus aisément e+ les "bandes"
sont plus nettes,

Afin de bLien "voir" 1'efficacité de cette mé&thode, nous

[«

avons €levé nos larves dans deux types de milieu :
i - eau douce dé-ionisée,

~ eau douce dé&-ionisée (trois parts) + eau.de mer (une part).
Pour chaque espé&ce nous avons préparé 4 bacs, deux bacs d'eau douce
et deux bacs d'eau salée. Notre é&levage se composait donc de douze
bacs, chacun comprenant environ une centaine d'oeufs pour un litre
d'eau., Les larves du premier stade ne recevalent aucune nourriture.
A partir du second stade les larves sont nourries avec une poudre

composée, a parts &gales, de blé, malis et levure. Mélange dont on

saupotdrait la surface de l'eau afin que toutes les larves puissent
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absorber & peu prés la mé€me quantité et se développent de fagon homo-
géne. Ces larves sont maintenues dans le méme insectarium ol sont
8levés > les adultes, cette pi&ce est 3 75-80 7 d'humidité relative et
25° C, La lumiére est dispensée par des tubes néon réglés pour une
photopériode de 12 heures d'éclairage et 12 heures d'obscurité.

‘Pour cet &levage on utilise des bacs "é&maillés" dont la
paroi intérieufe est tapissée d'un papier filtre de 4,5 cmvde lar-
geur,.' ' Selon KITZMILLER (com. pers.) ce n'est pas la quantité d'eau
qui importe mais-la surface disponible. De ce fait les larves ont 2
leur disposition un bain de 2 3 3 cm de profondeur.

La limitation de leurs mouvements et une alimentation tou-

jours disponible font que les larves seroni bien développEes et les

chromosomes n'en seront que plus nets.
Ceci pourrait &tre comparé aux oies que l'on gave de force
et que l'on maintient dans un espace restreint puis que 1'on sacri-

-

fiera pour prélever un foie hypertrophié. Il est &vident que l'on ne
peut nourrir de force les iarves de moustiques mais on arrive 3 un
résultat similaire en maintenant ces larves en contact.leplus &troit
possible avec la poudre vitaminée servant d'aliment.

I-1-2- Elevage des mutants d'A._albimanus.,

La souche d'A. albimanus mise 3 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 €tre classé&s en trois "catégories" :

- la forme sauvage qui présente des tarses postérieurs en-
tiérement blancs a l'exception d'un anneau sombre sur la région pro-
ximale du cinqui&me article tarsal, ‘

- la forme "bisignatus" : présente un anneau sombre supplé-
mentaire sur le troisiéme article tarsal, -

- la forme "trisignatus" : présente un deuxiéme anneau som-
bre supplémentaire sur le second article tarsal. )

Dans une cage ordinaire nous avons mis en &levage des nid-
les et des femelles "sauvages“ d'A. albimanus. .

Ces imagos s'alimentent sur un tampon d'eau sucrée et,
deux fois par semaine nous introduisons, dans la cage, un cobaye,

immobilisé@ dans un petit bac 3 1'aide de rubans adhésifs. La face
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dorsale du cobaye, exposée aux piqlires des anoph3"es, 2st rasée cha-
que fois, '

Un petit gobélet en carton,dont la paroi int@rieure est
recouverte de papier filtre, sert de pondoir. Les oeufs r&coltés sont
maintenus deux jours sur le papier filtre humide avant d'€tre mis nor-
malement 3 éclore dans un bac. L'élevage larvaire standard demande
moins de précautions que celui destiné& 3 obienir de "belles larves"
pour l'étude des chromosomes. Cependant il est recommandé de ne pas
mettre plus de 200 larves dans le m@me hac. A noter qu'il est préfé-
rable, ici aussi, que l'eau soit & niveau assez bas. Toujours adapter
la quantité de nourriture 3 donner en forction de la raille des lar-
ves,

Les nymphes sont quotidiennement piuéievées et réunies dans
un gobelet en carton férmé par un tulle moustiquaire. Les imagos néo-
nates sont endormis & 1'éther, examinés et classés, selon 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 écailies.
Les individus de type sauvages sont séparés tandis que

l'on conserve, dans une m&me cage, les wutants bi et trisignatus plus

ceux n'ayant que quelques é&cailles signalant la mutation. Dans une se~
conde cage on place les individus présentant des malformations.

La cage ne contenant que des mutants est alore suivie
attentivement. De générations en géﬁérations on suit le d&veloppement
de cette mutation. Le décompte des individus de chaque catégorie :

- m3ale~femelle
- sauvage-mutant
- mutant & anneau complet-~mutant 3 anneaux plus ou moins
: représentés
- tarses post&rieurs normaux-tarses posté@rieurs déformés
permet d'établir 1'expressiv %é et la pénétrance du géne mutant dans

le pool génique de la souche d'A. albimanus considérée. Il est & noter
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que les premieérs imagos qui éclosent sont les mutants et, autre fait
remarquable démontrant l'importance des conditions d'&levage, aux plus
"belles" larves correspondent des imagos présentant la phénotype mutant
le mieux marqué. '

Nous ne pouvons nous &tendre trés longuement sur ce sujet
car il fait actuellement l'objet d'un important travail fondamental.
Travail dont les résultats définitifs doivent &tre prochainement pu-
Plids par M. BARBBIANI et J.B. WITZMILLER, dans la revue Mosquito News.

I-1-3~ Quelgues_techniques utiles.

a) Technique d'isolement des femelles.

Technique trés utile pour suivre 1'@volution de la maﬁura-
tion ovarienne et &étudier facilement la ponte de chaque femelle. Ceci
25t trés important lorsqu'on fait une série de croisements entre les
représentants de différentes populations, on peut alors établir le de-
gré d'interfécondité entre les deux souches considérées.

Isoler, dans un tube Borel, une femelle %gée do cing jours.
De préférence 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 : ce papier filtre est maintenu sec peﬁdant deux
jours puis légdrement humectd, de telle sorte que seul le papier soit
humide, sans qu'il y ait d'eau en excés au fond du tube. Pendant ces
deux jours, pour limiter les mouvements de la femelle, descendre le
tampon de coton qui ferme le tube, laiszsant un espace disponible d'envi~

ron 2 & 3 cm. Attendre la ponte et compter le nombre d'oceufs.

b) Technique de comptage des oeufs.

-~ -

Les oeufs ainsi obtenus sont mis normalement i &clore dans
l'ecau, aprd@s avoir &té soigneusement comptés. Quarente huit heures
aprés la mise en eau, reprendre le bac, Oter, précautionneusement (et
compter) toutes les larves stade I et stade II. Recueillir tous les
oeufs restant sur un papier filtre quadrillé, les carrecaux ayant 1/2 cm.
de coté. Nous recommandons 1l'emploi d'un fin pinceau pour "ramener"
tous les oeufs sans les abImer.

Compter alors tous les oeufs carré par carré en classant

les ceufs selon trois catégories :

~ oeufs normalement &clos,
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~ oeufs vides ¢ c'est—-d-dire non embrvoanris,
- oeufs non éclos : c'est-d-dire avec unc larve stade I-3

1'intérieur. .

Pour reconnalitre ces deux derniéces catigories on presse
.légérement sur l'oeuf, soit 1'oeuf éclate et montre un intérieur ab-
solument vide, soit la paroi se dé&chire et, l'tctn peut'alors facile-
ment voir une petite larve 3 1'intérieur °= ~. ° . . Pour plus de
précaution il est recommandé& de ne pas jeter le papier filtre, mais
le remettre dans 1'eau et attendre encore 48 heures puis recommencer

les comptages si d'autres larves ont Zclos. Comparer alors les ré-

sultats :

.

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

nés +
Nb. d'oeufs uon éclos).
Nombre total d'oeufs = Nb. d'oeufs normalement &clos - (Nb. d'oeufs
. non embryonnés + Nb. d'oeufs non &clos).
_ Ces données permettent de savoir exactement quel est le
degré d'interfécondité de deux souches. Rappelons gue l'on considére

comne sté&rile une femelle dont la ponte, apparenmmeni normaie, ne

donne, en réalité aucune larve viable.

c) Technique de copulation forcée.
Cette techniqu2 s'emploie coursmment pour mainteanir les

1 A

€levages d'A. punctipennis, A. quadvimaculatus, A.

e

[

ariel @t A.

"un gradiant d'eurygammie"

|\\

albimanus. Chez ces espéces on note
(KITZMILLER, com.'pers.).‘Pour la copuiation, choisir des femelles
agées de trois 3 quatre jours et dcs males 3gés dz quabtre d cing ‘
jours. Il faut prévoir deux fois plus deo miles que de femelles a fé&-
conder. Ces m3les sont préparés trés rapidement queiques minutes
avant "1'emploi". Leur tramsperser le thorax (au niveau des pleuri-
tes) 38 1'aide d'une minutie montée ; couper les pattes, les ailes et
la t@te. Anesthésier alors tré&s légérement une femelln et la dispo-
ser face ventrale vers le haut.

Mettre en contact les genitalia du mdle avec la région homo-
logue de la femelle. Il est recommandé de manipuler sous une loupe
binoculaire. Faire "passer" plusieurs fols les terminalia du miAle

au niveau de l'extrémité@ dc¢ 1'abdomen de la femelle. Au moment od
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les clasvers du_maie "accrochent" et qu'intervient alors la copula-
tion, relever légérement le male, la femelle doit elors s'é@lever
dans le mE@me mouvement., Lorsque la "pumping motion" a eu lieu, le
mi3le détend ses claspers libérant ainsi la femelle qui "choit" f&-~
condée. Il est recommandé de renouveler l'expérience afin d'@tre
bien sir de la fécondation (un mile pouvant accidentellement &tre
stérile). Un point d&licat est celui de l'énesthésié de la femelle
qui doit &tre suffisamment endormie pour ne pas Se reveiller pendant
l'accoupiement mais se reveiller ensuite. Les femelles ainsi fécon-

dées sont ensuite placées dans des cages d'é@levage, nourries sur eau

sucrée pendant 24 heures, puis aliment@es sur cobaye.

d) Technique de ponte forcée.

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

nis et A. quadrimaculatus. Il arrive parfois que les femelles conve-

nablement gorgées et fé&condées n'effectuent pas leur ponte. Cette
rétention des oeufs est g&nante dans la mesure oli elle veut fausser
1'inte}prétation d'un croisement ou faire penser & guelques problémes
d'élevage, On a alors recours 3 la technique de ponte forecée, qui est
trés simple. Elle consiste 3 prendre une femelle 48 heures apré&s son
repas de sang et, trd@s délicatement, lui couper les ailes au niveau
de leur- insercfon- thoraciquey,. La femelle ainsi privée d'ailes,
est ensuite isolde dans un tube de Porel contenant un ruban de pa-—
pier filtre humide. Généralement, la femeile dépcse sa ponte dans

les deux heures qui suivent sa mutilation.
\

I-2- Préparations des chromosomes.

I-2-1- Produits utilisés
a) Fixateurs
Pour accélérer le rythme des préparations la dissection
est faite dans le fixateur. ,
Deux milieux sont couramment utilisés ; leur choix est
fonction de 1l'habileté du manipglateur.

- Acide acgtique 3 43 Z

Avantage : fixation mecilleure et plus rapide des tissus.,

Inconvénient : dissout rapidement les glandes salivaires.
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dre toute la poudre.
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Four pallier cet inconvénient on peu: vtiliser le citrate
de sodium 3 1 7 qui sert de révélateur. Une goat=a de ce produit est
dépos&e au niveau des glandes salivaires dés que le thorax est ou-
vert. La région proximale des glandes‘prend rapidement une couleur

blanch3dtre qui autorise une localisation rapide. .

~

Im

- Carnoy _modifi

une part d'un rilange constitud 3 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'est pas astreint d un
grand rythme de travail ou lorsqu'on n'arrive pas 3 extraire les

glandes salivaires en quelque 60 secondes.

b) Colorant.

[]8

Le colorant utilisé est une solution d'orcé&ine ac&to
lactique 3 0,5 7% préparée de la fagon suivante :

- Mesurer 2 gr d'orcéine en poudre et introduire ces 2 gv
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 ml d'acide lactiquz et finir de dissou-

Ce mélange représente la solution mé&re qui est filtrée puis
conservée 3 5°C (ne pas la placer dans un endroit réfrigérant).

- Le colorant lui-méme est obtenu en additionnant 25 ml de
cette solution mé&re 3 75 ml d'une solution acquéuse d'acide acé&tique
a 45 7.

Il est recommandé de préparer ce cclorant que peu avant
son emploi, cette solution peut cependani &étre conéervée quelgues

jours mais toujours dans un réfrig8@rateur.
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c) Milieux de montage.
I1 existe deux types de montage de chromosomes :
- montage temporaire
' ﬁans un premier temps les chromosomes sont observés peu
apré&s leur préparation, ils sont encore dans leur milieu de colora-
tion. Ceci implique deux inconvé&nients : '

- le colorant continue 3 aglir et on risque tr&s rapidement
d'avoir des préparations surcolorées donc illisibles.

- la conservation de telles lames est réduite : trois 3 six
mois représentent le délai maximum au d2l3d duquel les préparations ne
sont plus lisibles. ' .

‘'~ Montage permanent.

La technique de préparation permanente sera signalée ulté-

rieurement, notons d&j3 que le milieu recommand@ est le Zeiss L.15,

I-2-2- Dissection des larves,

' Il faut prélever les larves ayant atteint le début du qua=-
triéme stade. Reconnaltre ce stade est essenticllement une question
d'habitude car aucune particularité morphologique ne le caracté&rise.

~ Faire s&cher la larve choisie en la déposant quelques ins-
tants sur un papier filtre.

- Sur une lame, dont la face infévicure est noircie, mettre
une goutte de fixateur.

- Placer la larvce dans cette goutte et disposer cette larve
face dorsale vers le haut.

~ Avec une aiguille montée presser fortement auv niveau des
4 ou 58me segments abdominaux. Ceci fait cesser les mouvements brus-
ques de la larve. .

- A l'aide des deux minuties mont&es ouvrir le thorax médio-
dorsalement et rabattre latéralement les deux parties ainsi séparées.

- lLes glandes apparaissent alors dans la ré8gion antérieure
du thorax, de part et d'autre de l'oeéophage. Leur partie proximale,
arrondie, permet généralement de les reconnaltre rapidement.

- Oter ces glandes et les placer, chacune,dans une goutte

de colorant préalablement dispos@e sur une lamelle siliconée.

Y



Observations

!

Différentes variantes ont &té aﬁportées d la technique de
base décrite brécédemment et utilisée.par le Pre” KITZMILLER. Ncus
les signalons pour mémoire mais chacun adapée sa propre technique.

- Lorsque la larve est placée dans la goutte de fixateur couperd
la t8@te et retirer les coecas digestifs avant d'ouvrir le thorax.

Les glandes salivaires apparaissent plus facilement.

- les glandes salivaires d'A. albimanus &tant situées au niveau
de 1'Epaule une technique consiste & d&couperohliquement Cette zomne
puis presser délicatement pour en faire sortir les glandes,

- 1'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 en &vidence 1le
contraste entre les glandes et les tissug adipeux environnants.

Comme nous 1l'avons 1'avons signald plus hauit, ces techniques sont

des modifications personnelles, l'essentizal est d'obtenir rapidement
des glandes intactes.

I-2-3- Obtention des chromosomes

Lorsque des glandes sont vestées 2 & 3 minntes dans le colo~
rant, recouvrir délicatement la lamelle, ol sont situées les 2 ’
gouttes, avec une lame normale trés prepre. Noter au crayon gras la
position des glandes puils rapidement retourner i'ensemble lame plus
lamelle (cf. schéma 1), ‘

Observer au microscope 3 faible grossissement 1l'état de dé-
roulement et de coloration des chromosomes. En fonction procéder i
un écrasement plus cu moins accentu&. Rappelons que le milieu de
montage &tant encore l'orcé@ine acé&tique les chrowmoscmes prennent
toujours la coloration.

a) "Squash technic"

Les bras des chromosomes &tant en général enroul@s sur eux-
mémeés 11 faut procéder & leur &talement et ceci est "plus un art
qu'une science" (KITZMILLER com. pers.). )

Placer l'ensemble lame plus lamelle entre deur morceaux de pa-
piér filtre et appuyer fortement au niveau des =issus eu faisant

bien attention & ne pas faire glisser 1z lamellz.
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.- Pour cette opération, différentes techniques sont employées
guivant les utilisateurs :
" - Eécrasement avec le pouce,
- &crasement avec la paume de la main,
- 8crasement en maintenant entre le pouée et 1'index le papier
filtre recouvrant la lamelle et appuyer avec l'extrémité de

oo 1'index de 1'autre main. .

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 & mesure
le déroulement de ces bras en observant la préparation au microscope

aprés chaque écrasement.

b) "Tap technic"

D'aucuns préférent cette technique a celle que nous venons de
décrire. Cette méthode consiste 3 tenir les bords de la lamelle en-
tre le pouce et 1'index de la main gauche et tapoter, plus ou moins
fortement, la lamelle avec 1'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 légérement plus "fine" que la précédente dans la mesure
ol on peut mieux doser l'intensité dé 1'impact et choisir l'endvoit
od on l'applique.

Il arrive en effet qu'une préparation présente des noyaux bien
8clatés et des chromosomes déjd assez bien déroulés tandis gue des
noyaux alentours, ou bien la seconde glande montre emncore des chro~
mosomes imparfaitement &talés.

Un Gcrasement global de la préparation pourrait entrainer une
rupture de certains bras sans pour cela que les autres chromosomes
se soient montrés "coopératifs" (KITZMILLER com. pers.).

L3 aussi, toutes ces techniques n'ont pour but que l'obtention
de bras de chromosomes bien &talés et aucune a'est valable 3 100 Z.
A titre anecdotique nous signalerons qu'avant chaque &crasement, le
Pr. KITZMILLER fait le signe de croix accompagné d'une petite priére
- et que "God helps us",

C'eét ici que la méthode d'&levege montre d€j3d son intér@t dans
la mesure ol les chromosomes des larves &levées en cau salée se dé-
roulent plus facilement sans qu'il soit né&ccssaire d°appuyer ou:de

taper trés intensé&ment sur la lamelle.
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D'autre part, il est indispensable d'avoir dez lames et
des lamelles parfaitement propres car toute poussiére entraine la

formation de bulles d'air 3 1'écrasement.

I-2~4- Préparation permangnte

Les lames de chromosomes peuvent étre obtenues & une
grande cadence (15 & 20 préparations a8 1l'heure). L'observation par
contre demande beaucoup plus de temps.

Les lames préparées selon la technique précédemment décrite
ont une conservation limitée qui n'exc&de pas 3 2 6 mois. Ce délai
permet de faire des préparations sur le terrain et de les observer
au retour au laboratoire. Cependant ces préparations se dé&tériorent
et ne peuvent servir de réfé&rence. Lorsque 1l'on obtient de trés
belles préparations il est nécessaire de les avoir fort longtemps &
notre disposition.

Pour conserver ces lames de fagon permanente il y a diffé-
rentes techniques, celle que nous avons employ&e est celle-ci :

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

- laisser ces lames 30 minutes au minimum,

- lorsque'la lame est "blanchie", 1'Oter et rapidement 2
1'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 deqx bains d'al-
cool &thylique :

C2H50H 3 95 7 5 minutes
C2H50H a 100 7 5 minutes
- sécher légérement la lame sur un papier filtre,
- déposer sur la préparation une goutte de ZEISS L 15, on
peut aussi utiliser 1'Euparal comme milieu de montage mais le L 15
est préférable (KITZMILLER, com. pers.),
-~ recouvrir d'une lamelle ordinaire,
- laisser sécher dans une &tuve environ 24 heures.
Les préparations ainsi faites peuvenF €tre conservées quasi

indéfiniment,
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ycénes.

t-a

cartographie des chromosomes po

I-3- Observation et
I-3-1- Rappel succint. .
Les Anophelini possé&dent 3 chromosomes ¢
-~ le chromosome 1 ou chromosome sexuel ou hétérosome,
- le chromosome 11 )

) autosomes
- le chromosome 111), .

Rayonnant & partir du centromé&re on peut observer 5 "bras":

- le chromosome sexuel ou chromosome X {avec un bras long
bien visible et un bras couri souvent peu ou prou représenté),

-~ les bras droit et gauche du chromosome 11,
- -~ les bras droit et gauche du chrowosome 111.

Ces bras sont d'inégalesvlongueurs et t'hétérosome méta-
centrique, toujouré le plus petit,est facilznent reconnaisseble 3
faible grossissement,

A nbter que, selon les lames, ce chromosome sexuel peut
@tre aussi large que les autcsomes ou moitié moins large. Cecl est

dd au fait qu'un chromosome ne représente pas un tout mais l'asso-

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

chromosome sexuel, selon que la‘'larve sera de sexe midle ouv femelle,
sa formule sera XX ou XY. A

Si nous avons diss8qué une larve femelle le chromosome XX
que nous observons sera de¢ largeur €gale 7 celle des autosomes.

Si nous avons diss&qué@ une larve m3le le chromosome X eu-
chromatique est visible tandis que Y constitué, en majeure partie,
de matériel hiétérochromatique n'est pratiquement pas observable. .

e

I-3-2- Matériel

a) Pré@parations personnelles.

(318

18]
[
®
n
(o9
(0]
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o

) Nous avons préparé, de facon permanente, deux s in-
quante lames pour les espéces suivantes :
- A. zlbimanus

. atroparvus

> |

. quadrimaculatus

larves &levées en eau douce et une autre & partir de larves &levées

ean eau salée., Ces lames ont &té ramenées en France et d&posées au

.Centre de faunistique du laboratoire O.R.S}T.O.M. de Bondy.

Pour chaque espéce une série de lames E&tait faite 3 partir des
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Ayant élevé nos larves selon la méthode classidue et la
ﬁégﬁode du Professeur KITZMILLER, nous avons pu comparetr les ré-
sultats par l'observation de chaque lot,

I1 s'avére effectivement que les chromosomes des larves
€levées en eau calée E

- se d@éroulent plus facilement : point trés intéressant dans
la mesure oi il n'est pas nécessaire d'appuyer trés fortement sur
la lamelle pour que les bras se déroulent pratiquement totalement.

Auparavant, pour obtenir le méme résultat, on &tait obligé
de presser avec force sur la lamelle. Cette forte pression s'accom-
pagnait, bien souvent, de la rupture de nombreux chromosomes, les
préparations devenaient alcrs inutilisables,

- se lisent plus facilement : en effet, les chromosomes des
larves élevées en eau salée semblent "micux nourrig', , ces chromo-
somes sont plhs “"développés" et Tles handes sont mieux marquées que
sur les chromosomes des larves &levées normalement. .

Nos lames &tant en d&pdt toutes ces observations peuvent
étre constatées par tout un chacun. D'autre part, 1l'&tude cytogéné-
tigque de ces espéces a &té faite par KITZMILLER (196151967) et '

KLASSEN et al. (1965) zussi il n'est pas utile que nous revenions

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

b) Collections mises & notre disposition :

Le Professeur KITZMILLER nous a prété ses meilleures lames

de chromosomes d'A. (Nyssorhynchus) darlingi et 4. (Nyssorhynchus)

nuneztovari.

Sur ces_decux espéces nous avons pu remarquer et dessiner :

- les homologles autosomaies,

- la différence essentielle sur le chromosome sexuel : il~
existe une inversion fixe sur 1'h8t&rosome qui permet de reconnal-
tre chaque éspéce. ‘

- 1'importént:polymorphisme chromosomique présenté par A.
darlingi.. ‘

Possédant les lames de référence et les cartes qui en
avaient &t& dressées nous avons pu nous familiariser avec les techni-

ques de cartographie cytogénétique.
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"I-3-3- Lecture et_interprétation des chromosomes polyténes

L'observation des chromosomes nécessite coup d'oeil, con-
naissance et patience (KITZMILLER, com. persd). I1 faut se rappeler
que les chromosomes sont enroulés sur eux~m@mes 3 l'intérieur du no-
yau. En appuyant sur la lamelle on fait &clater la membrane(nucléai~
re et dérouler plus ou moins les chromosomes. Or, il est trés rare
que les bras soient parfaitement déroulés, généralement ils sont en=-
core plus ou moins repliés sur eux-m@mes ou se chevauchent les uns
les autres. De . ce fait "suivre" un chromosomeset toujours le mme
chromosome, sur toute sa longueur n'est pas ‘toujours tdche facile:
C'est 13 qu'intervient le facteur connaissance dans la mesure od il
ne faut pas confondre les artefacts de préparation (bras se chevau-
chant) avec des aberrations chromosomiques naturelles (transloca-
tions) . A

D'autre part, il faut se rappeler que les chromosomes ont
unne structure cylindrique, de ce fait, l'&crasement, pour important
qu'il ait &té, ne permettra jamais d'obtenir une figure absolument
plane. ’

L'observation devra intéreseerAplusieurs plans et ce parti-
culiérement dans la lecturs des bandes. La cartographie du "banding
pattern” est essentiellement arbitraire. Dans un premier temps, il
faut retranscrire chaque hkande selon sa coloration. Pour cela, et
arbitrairement, 1'intensité de l1a coloration a été divisée en 4 ca-
tégories, chacune se traduisant par un symbolisme particulier (cf,
dessin?2-) La bande "notée I" est la plus sombre et la "4" la plus
claire. Mais les tissus ne prennent pas tous la coloration de fagon
ggale et 1'on remarque de grandes variations d'une préparation i
liautre voire d'un noyau 3 1'autre. fLussi c'est avec beaucoup de pa-
tience qu'il faut examiner les régions homologues d'un grand nombre

de chromosomes avant de les schématiser.

Le schéma doit monﬁrer :

- la forme du chromosome en notant tout particuli&rement
les zones éiargies ("puff") les constrictions et autres particulari-
tés,

- 1'agencement des bandes : pour bien respecter les distan-
ces séparant chaque bande il est recommand& de procéder 3 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 & chaque bande, _

- 1'intégrité et la forme de chaque bande. Plus ou moins
épaisse, en "trait plein" ou en "pointillé", "droite" ou "courbe",
il existe un grand nombre de possibilité@s dans l'allure présentée
par chaque bande. Chacdne doit €tre minutieusement observée et tout
spécialement les bandes "4" qui peuvent @tre "oublides". -

- les "weak points" ou "zones faibles" : on peut noter la
présence de zones ol les bandes sont nulles ou faiblement repré&sen=-
tées (coloration "4"), Ces zones sont 3 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 1l'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 &té dessing intervient alors la
désignation arbitraire de chaque zone. Chague bras est en effet di-
visé en un certain nombre de zones qui sont numérotées. Numérotage
qui s'effectue de la fagon suivante :

- chromosome X : de l'extrémité distale au centromére,

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

- chromosome 2G: du centromére 3 1l'cxtrémité distale,
.

- chromosome 3D: de 1l'extrémité distale au centromére,

- chromosome 3G: du centrom@re 3d 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 chromosvme sont fai=-
tes en prenant pour "limites" des "zones remarquables" : constric-
tions, double -bande, "“weak point"..:, ce qui demande une certaine
pratique des chromosomes,

Les principales é&tapes de la cartographie d'un chromosome
sont donc l'examen minutieux et 1a‘retranscription schédmatique de

- la morphologie externe des chromosomes,

- 1'agencement des bandes,
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- la coiéfation et forme de chaque bande,
puis la division arbitrai-e en zone (1, 2, 3) et sous zone A,B3,C..
en fonction des caractéristiques rémarqués au cours les étapes pré-
cédentes,
Lorsque la carte est &tablie pour une souche, on peut
alors s'intéresser aux autres' souches de la m@me esp@ce et noter les
analogies et les différences. 71 ne faut pas oublier qu'il y a un

"3 1'intérieur" de chaque es-.

important polymorphisme chromosomique
péce. En effet il existe des "inversions flottantes" dont la présen-
ce doit 8tre mise en &évidence pour chague population d'une mEéme es-
péce mais qui mne constituent pas un crit@re de spEciation (DUNBAR,
com. pers.).

C'est 13 un point de cytomporphologie qui est actuellement
sujet 4 discussion dans la mesure ol la cytotaxonomie n'est pas.en-
core universellement admise. ’

L'observation initiale des chromosomes sera donc longue,.
précise, et rigoureuse. Leur cartographie sera aussi minuticuse
qu'arbitraire dans sa traduction symbolique et sa représentation
chiffrée. Cette carte initiale doit &tre considérée comme une “&pure"
a2 partir de laquelle différentes modifications pourroant &tre apper=.
tées. Chaque souche sera ensuite &tudide, dessinée, et rapportie au
modéle initial.

Se posera alors l'éternel probléme de "l'espé&ce" tel qu'on

1'a signalé plus haut et yue nous discuterons ultérieurement.

I~-4~ Aberrations chromosomigues '

o,

L'étude des aberrations chromosomiques est aussi intéres-
sante qu'importante pour essayer de comprendre les m&canismes géné-
tiques d'un pool adaptatif et par 13 wéme, les mécanismes de spécia-

tion.

I~-4—~1- Rappels succints

Notre propos n'est pas de faire‘gn'coqrs théorique de géné-
tique forﬁelle mais plutdt dc rappeler Jes mnriuncipales aberrations
chromosomiques et leur importance praticue, les connafTtre pour mieux
les reconnaitre.

- déficience ou délétion.



_20..

-

C'est le type le plus simple d'aberration chromosomiqe : perte
d'un segment de chromosome (fig. 4a) donc perte des gé&nes portés
dans cette partie. Une d&ffcience intéressant une grande partie du
chromosome peut &étre rema;quée dans 1és conditions d'hétérozygotie
(fig. 4b). Les 2 régiops homologues des chromosomes s'apparient
laissant la portion "non déficiente" en surnombre et cette portion
forme alors une boucle ("loop"). '

Si des génes &taient présents sur le segment manquant, les allé&-
les de ces génes so#t exprimés dans des conditions d'hémazygotie.
En pratique cela permet d'identifier un groupe de linkage dans un

chromosome connu. ’ ’ .
- duplication.

Ajout d'un segment surnuméraire ; les génes qu'il porte se trou-

vent répétés deux fois dans un lot haploide de chromosomes.

- inversion.

A la suite d'une rotation de 180° une portion de chromosome est
inversée par rapport 3 la s@quence normale (fig. 5). Lorsqu'un indi-
vidu-est hétérozygoté pour un type d'inversion il y a formation
d'une boucle d'inversion ("loop") caractéristique. Naturelles ou
provoquées, les inversions ont une grande importance notamment dans
leur rapport avec les phénoméﬁes de crossing-over.

En fonction de la position du crossing-over il existe deux ty-
pes d'inversion :

- inversion péricentrique (fig. 6) :

Tous les chromatides poss&dent un centromdre mais le crossing-
over entraine des distributions anormales des portions de chromoso-
mes. Deux chromatides montreront duplication et déficience ce qui,
dans la majorité des cas, donne des gamé&tes non viables. Un chroma-
tide sera normal et le quatriéme présentera un segment inversé.

- inversion paracentrique (fig. 7)

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

obtiendra : '
=~ deux chromatides non affectés par le crossing-over : 1'un sera
normal et 1'autre avec un segment inversé. Ces 2 chromatides possé

dent un centromdre et fonctionnent pour la production des gamétes.
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- deux chromatides anormaux : un dicentrique et l'autre acen=-
trique ; aucun ne peut entreprendre une mitose normzle. .

En conséquence, une inversion supprime effuctivement le
crossing-over entre géne a4 l'intérieur d'une boucle.

Les généticiens ont utilisé 1'impact de cette information
pour planifier des expériences oii 1'on désire &liminer le crossing-
over dans des segments invers&s. Le crossing-over donne des gamétes
non viables. Dans le cas de double crossing-over, la relation nor-
male I-I centromére chromatide est restauré&e et procure des gamétes
viables. Cependant la fréquence de double crossing—over est faible,
Ainsi, il est &vident qu'une inversion n'emp€che pas le crossing-
over mais essentiellement rend non viable les chromatides présen-
tant ce crossing-over.

"On peut donc considérer 1l'inversion comme &tant le sup-

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

- Translocation : &change de segments entre chromosomes non
homologues, Si deux chromosomes non homologues sont rompus et que
ces segments vont rejoindre les "paternaires non correspondants"
nocus nous trouvons dans une situation ol tous les loci des gé&nes
sont présents mais montrent une distribution amnormale. L'appariement
des chromosomes réalise alors des figures anormales :
' - en croix au stade pachytene,

- en anneau & la diakinése,

~ en 8 & la métaphase,.

Les translocations représentent d'admirables marqueurs gé-

nétiques lorsque la translocation hétérozygote a un effet phénotypi-

que (CRAIG, com. pers.). .

I-4-2- Matériel

RABBIANI (com. pers.) effectue, actuellement une &tude sys-

tématique et fondamentale des transiocations chez’ Anopheles albima-

nus aprés irradiation aux rayons X. Les rayons X sont moins péné-~
trants que les rayons gamma. Ils produisent, 3 dose E&levée, non seu-
lement des mutations géniques mais provoquent aussi de nombreuses

ruptures de chromosomes suivies d'aberrations chromosomiques.
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Des mdles 3gés d'un 3 quatre jours regoivent une dose de
rayons X de 4000 rads, puis ils sont croisés ave: un lot de femelles
dgées de un 4 quatre jours. Les descendants midles et femelles de la
F.l sont ensuite croisés entre eux. De méme pour les descendants de
la F.2 qui sont croisés entre eux.

A la F.3 il faut :

- isoler les femelles gravides pour obtenir les pontes,

- &lever séparément les larves de chaque "famille"™ de trans-
location,

- examiner les chromosomes des glandes salivaires de cing
larves de chaque "famille" de translocation.

Les d&tails de cette technique seront exposés par RABBIANI

dans sa prochaine publication.

I-4~3 - Observations.

Par cette méthode, RABBIANI (com. pers.) a obtenu toute une
série de translocations que nous avons pu observer sur ses prépara-—

tions de ré&férence.

Ces translocations ont &ké& soigneusement notées, elles in- —

téressent aussi bien les hétérosomes que les autosomes.
Pour notre part, grdce aux lames mises 3 notre disposition,
nous avons pu observer les translocations suivantes :

- A 11 : T kZR—BL) zones de rupture : 10B-42A

- A 8 : T ( X-2L) zomes de rupture : 4C-25A
- A 9 : T (2L-3R) zones de rupture : 1%A-33C
- M 7 T ( X-3R) zones de runture : 1E-Z6B
- ¥ 9 : T (2R-3R) zones de rupture : 7A-29B
- M 1i8 T ( Y-2R) zone: de rupture : 1l4A

- K 18 T ( X-3R) zones de rupture : 5B-274
- K 9 T ( X~3L) zones de rupture : 2A--%447

- K 14 : T (2R-~3L) zones de rupture : 13C-40C.
Schémas et photographies de ces tramslocations sont inclus

dans l1l'article dé RARBIANI et KITZMILLER (sous-presse).



I-4-4- Intérét des aberrations chromosomigues

Les variations génotypiques dues aux aberratiomns chromoso=
miques (s.s.) portent non sur le nombre de chromosomes mais sur le
nombre et l'agencement des gé&nes dans les chromosomes.

L'étude des aberrations chromocsomiques permet 1'établisse-
ment des cartes cytologiques et notamment la localisation précise
des génes.

Il est possible de positionner les génes par un "repérage
direct™ en-établissant une corrélation entre l'expression d'un ca-
ractére et la présence d'une anomalie chromosomique visible,

On peut aussi effectuer un repérage indirect ainsi que
nous 1'avons signalé dans les cas 3e déletionB. Chez un individu
hétérozygote pour une certaine déficience, les alléles des génes
manquant peuvent s'exprimer méme s'ils sont normalement de type ré-
cessifs (phénoméne de pseudo dominance).

L'ordre des géues repérés sur les cartes cytologiques (et
traduit par le "banding-pattern" des chromosomes polyt&nes) est iden-
tique 3 celui 8tabli pour les cartes, génétiques et basZ sur les
pourcentages de crossing-over.

Chaque méthode peut &tre employée seule mais c2lles sont

'une

complémentaires dans 1'étude du pool géné&tique d'une souche @
espéce considérée.

Les cartes cytologiques permettent d'identifier les diffé-
rences de fréquemnce des g&nes entre les différentes populations d'une
méme espéce, ainsi que les fluctuations géniques d'une génération &
1'autre au sein d'une méme population.

Elles constituent ainsi le support d'une explication géné-
tiquc éux phénomé&nes de spéciation (phé&noméne de dérive génétique)
ainsi qu'aux relations intra et interspécifiques (cas des espéces
jumelles) . . .
L'étude des aberrations chromosomiques est donc intdres-
sante @

- d'un point de vue théorique par -la connaissance des génes
et de leurs alléles, ce qui permet 1'Etablissement des cartes cyto-
logiques traduisant l'agencement des génes dans les chromosomes,

- d'un point de vue pratique : par 1'utilisation cytotaxo-

nemique des cartes cytologiques ("ainsi, 1'examen des chromosomes



permet de distinguer, en moins de deux secondes, les sous-genres

Cellia, Nyssorhynchus et Anopheles "KITZMILLER, com. Ders.).

~ par l'utilisation des génes sélectionnés dans le cadre
d'un programme de lutte biologigue (génes marqueurs, génes condi-
tionnant susceptibilité & 1l'infection, génes responsables de la ré-
sistance 3 certains insecticides, stérilitd compiété ou semi-stéri-

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

<

Cette étude fut amenée‘du 10 au 22 avril 1972 dans les.labora-
toire; du Professeur G.B. GRAYG Jr.(Department of Biology, Univers
sity of Notre-Dame, Indiana, U.S5.A.). Ces deux semaines de stige
étaient, évidemment, trop courtes pour entreprendre un important
travail personnel pratique, aussi avons nous principalement observé
les activités essentielles du laboratoire‘et les techniques cou-
ramment utilisées. ‘

Pendant ce s&jour nous avons pu avolr des conversation;‘trés

intéressantes avec le Professeur TRPIS qui &tudie actuellement

1'éthologie d'un moustique carnassier (Toxorhynchites brevipalpis)

dans le cadre de la lutte biologique contre Aedes aegypti. Nous

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

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

Indes par lZchers de m3les semi-stériles. Nous avons assisté 3 quel-
gques expériences faites par les &tudiants du Professeur CRAIG, ainsi
nous avons pu noter les conditions de travail et la méthocdologie
employée.

Tous les renseignements concernant la géné&tique d’Aedes

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

de CRAZG et HICKEY (in WRIGHT et PAL, 1967). Nous nous contenterons

de rapporter ici nos observations, nos informations et un résumé@ de

nos conversations.

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

tiques pour une meilleure compréhension de la biologie, le rdle vec-

teur et le contrSle d'Aedes aegypti . "Cytogenetic studies would be
of great benefit implementing the information being gained through
other genetic procedure" MESCHER (1963). .

La cytogénétique d'Aedes aegypti se heurte i un probléme maté-

riel dans la mesure oid il est trés difficile d'obtenir de bonnes
préparations de chromosomes. Pourtant depuis SUTTON (1942) les
essais furent aussi nombreux gue vari&s mais aucun n'a permis 1l'ob-
servation correcte et compléte des chromosomes polyténes. ALDIGHIERI
(1961) et MESCHER (1963) purent faire des photographies de portion
de chromosomes relativement bien déroulés mais ne purent dresser

les cartes compl@tes du banding-pattern de chaque bras.



- 26 -
II-I-1- Elevage des larves pour l'examen des chromosomes polyténes.
o a) Méthode de .MESCHER (1963)

Pour 1'étude cytomorphologique d'Aedes aegypti, p4ESCHER

(loc. cit.,) éléve ses larves dans une eau maintenue a 18221°C.

Comme nourriture ces larves recoivent journellement un mélange de
."Liver powder + RNA powdered + brewer yeast powdered". Ces baes préQ
sentent tous une faible densité& larvaire, comme pour les anophéles.

(100 a 150 larves pour des bacs d'environ 1,5 litre de - contenance.
b) Remarques personnelles

KITZMILLER (com. pers.) nous avait fait remarquer 1l'amélio-
ration apportée aux préparations'de chromoscmes lorsque les larves
étaient €levées en milieu légérement salé.

Nous avons préparé cinq bacs & larves avec la:"souche ROCK"

- 1 bac d'eau normale

~ 4 bacs d'eau salée :
3/4 eau normale + 1/4 eau salée Cl Na 7,5 %
1/4 eau salée Cl Na 10 7
3/4 eau normale + 1/4 eau salée ClK 7,5 %

+

- 3/4 eau normale

3/4 eau normale + 1/4 ecau salée CLK 10 7

Ces bacs &taient tous maintenus & la méme temp&rature et la nourri-

ture &tait dispensée de la m@me facon.

Nous avons remarqué une modification de 1'évolution larvaire
en fonction du milieu

+ Cl Na 7;5 Z 1'évolution des larves est apparemment ralentie par
rapport & la souche té&moin élevée en. eau normale.

+ Cl Na 10 7 évolution larvaire ralentie par rapport 3 la souche
témoin: Lorsque le lot témoin présente une nymphose
compléfe le lot €levé dans:-ce milieu n'a montré aucune
nymphe.

+ Cl1 K 7,5 % 1'évolution est accélérZe par rapport a la souche té-
moin. La nymphose est ici é'environ 90 7 lorsque-le
lot témoin présente une nymphose de 50 % environ.

~ + C1L K 10 % &volution similaire & celle observée dans le lot pré-

cédent.



II-I-2- Chromosomes polyténes
a) Dissection des larves et préparation des glandes salivaires.

Pour l'observation des chromosomes il est préféfable de dis-
séquer les glandes salivaires des larves au "milieu du 43me 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 1la région antérieure du thorax,.

- Tirer délicatement la t€te tout en pressant légé@rement sur le tho-
rax afin de~mieux faire sortir les glandes.

-~ Séparer ainsi entié&rement l'ensemble t&te + glandes salivaires du
reste du corps que l'on jette.

- Mettre l'ensemble dzns une goutte d'acide ~ ‘ a 0,15 N
pendant trois minutes.

-~ Passer ensuite l'ensemble téte + glandes salivaires dans une goutte
d'acéto-orcéine additionnée de chloroforme (orciine & 1 7 + acide
acétique a 45 7 + quelques gouttes de chloroforme). Cette colora-
tion dure de 3 3 5 minutes.

- Séparer les glandes saliwvaires da la t8te et placer les glandes
dans une goutte d'acide ac@tigue & 45 %, recouvrir d'une lamelle.

‘ La préparation est ainsi pr2te pour l'observation initiale.

Cette méthode a regu diverses variantes, une autre technique fait

passer les glandes successivement de 1l’acide . . au mélange

acéto-orcéine chloroforme puls orcéine acétolactique.

Pour notre part nous avons utilisé la .~ technique fixa-
tion-coloration de FRENCH et al. (f962)‘employée pour l'étude des
chromosomes d'anophéles (cf., chapitre précédent).

Contrairement aux anoph@les les glandes salivaires d'Aedes
aegypti se composent :

- d'une partie distale arrondie possédant quelques 6 noyaux

2 chromosomes "étudiables".

- d'une partie proximale allongée, avec de nombreux noyaux

dont les chromosomes ne sont pas "lisibles™.



- 28 -
b- Résultats et observations des chromosomes polytéanes.
bl -~ Observations personnelles.

Ne connaissant pas précisément 12 :dur&e - de chaque stade lar-
vaire et cette &volution &tant apparemment accélérée lorsque les
larves sont &levées dans un milieu salinifié& au chlcrure de potas-
sium, nous n'avons pu observer les chromosomes des hldts C1K" ; nos
dissections ont &té faites trop tardivemant et ces chromosomes mon-
traient déjid des signes d'histolyse.

Par contre les observations, gue nous avons pu faire sur les
préparations des larves &levées ¢n eau s1i€c au chlorure de sodium,
se sont montrées "satisfaisantes et encourageantes" RAI {com.pers.),
surtout par rapport 4 celles faites avec le lot =Zwmoin.

Nous avons pu obtenir quelques belles portiones de chromosomes
bien déroulées et montrant des bandes bien coloxles.

N'étant pas spécialiste en cytomorphclogie d%Ae

des aegypti,
nous n'avons pu essayer d'@tablir la cartographie e¢ l'interpréta-
tion de ces chromosomes qui, A4 prime abord, semblent beaucoup plus
difficiles a8 lire que ceux des anophé&les. Cependant notre "améliora-
tion" a &té estimée par le Professeur RAI qui a d&cidé d'approfondir
et €tudier systématiquement cette tevhnique. Nos préparations ont &té@
ramenées 2 Bondi et laissées a8 la disposition de toute personne s'in-

téressant aux chromosomes ?A'Aedes aegypti.

b2 - Travaux de .MESCHER (1963) et RAI.

Selon les observations de RAI (com. pers.) et .MESCHER (loc.
cit.) de nombreux facteurs conditionnent l'obtention de bonnes pré-
parations de chromosomes. Il y a une certaine corrélation entre le
nombre de noyaux'dans la portion distale des glandes et la taille des
chromosomes 3 plus le nombre de noyaux est faible plus les chromoso-
mes sont grands.

I1 existe aussi des variations selon les souches : les noyaux
de certaines souches &clatent plus facilement que d'autres, les chro-
moscmes de certaines souches sont plus "discré&ts"' que d'autres. Les
souches les plus favorables ont sembld &tre : Miniature, New—-Orl&amns,

Texas D, Texas Y, India, Israel.
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Les auteurs ont aussi remarqué@ une "relatiou 3%sidente" entre 1la
longueur des chromosomes poclyténes et celle des chrcmosomes mitoti-
ques des cerveaux de larves. De ce fait, certaines especes ont pu
8tre classées en fonction de la taille des chromosomes.
L'étude de 1'évolution de ces chromosomes a permis de mieux
saisir leur structure lors des observations cytomorphoiogiques.

Le d3veloppement des chromésomes polyt@nes chez Aedes aegypti

peut €tre facilement suivi. D'abord filaments faiblement colorés
(chez les larves du stade I) et contenant quelques granulations
sombressles chromosomes s'apparient graduellement. Les granules sont
alors suffisamment larges pour apparaltre sous [orme de bandes.,

Les synapses ne sont jamais complates avant le 3éme stade ou le
début du 4&me stade larvaire. Le degré de fusion des chromoscmes ho-
mologues varie le long du chromosome et d'une préparation & 1'autre,

Les "meilleurs" chromoscmes sont observables au d&but ou av mi-

~lieu du 4&me stade larvaire, lorsque les synaﬁsés sont complétes.

- .

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

les chromosomes soient généralement rattaché&s les uns aux autres en
des endroits pré&cis (plus ou moins précisés d'ailleurs). Ce poinkt ne
doit guére nous &tonner puisque, pour d'autres espéces de culicinae
aussi, l'existence d'un chromocentre n'a pas &td rapportée

(KITZMILLER €t FRIZZI, 1954 ; KITZMILLER et KEPPLER 1961). Les chro-

mosomes d'Aedes aegypti sont habituellement rattachés les uns aux
autres par leur partie terminale et, tout au plus, peut—on distinguer
deux terminaisons dans un noyau intact. En outre ces adhésioﬁs ter-
minales demeurent présentes méme apré&s l'&crasement, phénoméné déja
rencontré@ chez d'autres diptéres (HINTON et ATWOOD, 1941). Ces adhé--
sions constituent &videmment un probléme dans la mesure od une trop
forte pressioh effectuée en vue d'obtenir un meilleur d&roulement, en-
traine, en fait, une rupture des chromosomes. Il est donc trés dif-
ficile de suivre un chromosome unique vu les nombreuses cassures et
les attachements laté&raux qué'il. présente,. Ces attachements laté-
raux se font au niveau des régions hétérochromatiques, régions qui
sont "dispersées" le long des chromosomes, entre les régiomns donnant
des bandes (SUTTON, 1942). La possibiiité d'gbtenir de "bon chromo-

- somes" bien lisibles et biaen déroulés est>en partie,fonction de leur
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longueur. De toutes les espéces culicidiennes actuellement &tudiées

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

trastent fortement avec ceux des anophé&les qui se déroulent beaucoup
plus facilement et présentent une longueur &gale au 1/3 de ceux

d'Aedes aegypti.

En outre le fait que ces chromosomes présentent des inversions
hétérozygotes se traduisant par des régions "twisted" ou des boucles

ajoutent 3 la difficulté d'obtéenir de bonnes préparations.

c) Discussion - Perspectives.

Les nombreuses difficulté&s (signales plus haut) présentées

par les chromosomes d'Aedes aegypti ont retard2 1'&tude cytomorpho-

logique et aucune carte n'a pu, 3 ce jour, &tre dressée. SUTTON -
(loc. cit.) a remarqué que l'agencement des bandes est interrompu
par des "weak spots", certaines parties sont relides par des fila-
ments atténués et les chromosomes cassés tendent 3 aduuérer aux au-
tres parties rompues. Cet auteur conclut que, bien qu'il soit possi-
ble d'é@tablir la carte du banding-pattern de courtes régions, il

est fort douteux que la séquence de tout un chromosome puisse &tre

déterminge.

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

et obtenir des préparations avec chromosome entier et bien dé&roulé.

Certaines ré&gions ont ainsi pu &tre reconnues d'une prépara-

tion & l'autre et les chromosomes ont alors pu &étre identifiés indi-.

"it seems unlikely that the polytemne chromo-

viduellement., Cependant

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

for example, those of Anopheles or Drosophila" .MESCHER (loc. cit.).

I1 faut cependant poursuivre dans cette voie car il est nécessaire

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

D'ores et déjd, une grande quantité d'informations sur les
linkages et les mutations ont &té accumulées par de nombreux labora-
toires travaillant sur cette espéce. Des progré€s ultérieurs dans la
compréhension des m@canismes génétiques seraient grandement facili-
tés par des observations directes sur les chromesomes (RAI, com.

pers.).
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II-I-3- Chromosomes mitotiques.
L'examen des chromosomes somatiques est intéressant dans la
mesure ol il complé&te l'observation des chromosomes polyténes

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

espéces, tel Aedes aegypti, dont les chromosomes polyténes n'ont pu,

jusqu'a présent, étre‘cytolbgiquement "utilisables". Une ¢élétion,
voire une tranélocation, est facilement observable sur les chromoso-
mes somatiques.

Ici aussi nous n'avons pas la prétention de faire un résumé
des priﬁéipaux travaux relatifs aux chromosomes mitotiques d'Aedes
aegypti. Cependant le Professeur RAIL, 1'auteur de la majorité des
€tudes sur les karyotypes de moustiques (RAI, 1961 ; 1963a) a tien
voulu nous aécorder quelques conversations et'nous'faire observer des

préparations de tels chromosomes.,
a) Principales techniques.

‘Les principales techniques a utiliser pour obtenir de bonnes
préparations de chromosomes mitotiques sont indiquées dans le chapi-.
tre "Techniques for the study of cytogenetics and genetics of vec-
tors" (RAI,in WRIGHT et PAL, 1967). '

Le Professeur RAI nous a donné un document roneotype concer-

nant la methode qu'il emploie habituellement :
- choisir une larve du début du 4Eme stade (3 ce stade les trompettes
respiratoires ne sont pas encore développées).
- fixer la larve pendant 2 4 5 minutes dans une sol&téon ainsi com-
posée : + Méthanol 6 parts
‘ + Chloroforme 3 parts ,
+ Acide propionique 2 parts

Cette solution agit a4 la fois comme fixateur et milieu de
conservation, elle doit &tre préparée peu avant l'emploi.

Les larves plongées dans un 'tel milieu et placées au réfri-
gérateur peuvent &tre ainsi conservées plusieurs moilis et donner en-
suite de bontdes pré&parations. Un autre fixateur est aussi couramment
employé&, il s'agit du Carnoy modifié (1/3 <hloroforme, 1/3 acide

acétique glacial, 1/3 alcool abscolu).

.
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- Jter le cerveau de 1la capsule céphalique
différentes techniques sont utilisées:pdur "sortir" le cerveau de
la téte et, comme pour toute dissection chacun adapze sa technique
personnelle. L'essentiel est toujours d'Stekr: rapidement 1l'organe i
étudier, en 1'occurrence le cerveau, et de 1'G8ter sans le léser.

~ colorer le cerveau pendant 10 3 15 minutes dans une solution d'or-
céine acéto-lactique 3 2 Z. '

- recouvrir d'une lamelle ¢t presser trés lentement et de fagon uni-

forme ; contrairement aux anoph&les oii il faut appuyer trés forte-

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

suffire 3 faire &carter les chromosomes. ’
~ luter:la préparation avec du vernis 3 ongle incolore.

, Ainsi préparées les lames peuvent &tre conservées au réfrigé-
rateur pendant plusieurs années. Ces préparations peuvent &tre mon-
tées de facon permanente, la technique est la m&@me que pour les

glandes salivaires des larves d'anoph&les (cf. chapitre I-2-4, p. 1) .

b) . Observations.

Nous avons effectué (selon la méthode de FRENCH et al., 1962)
‘des préparations de glandes salivaires pour essayer d'obtenir des
chromosomes polyté&nes., Au cours de mos premiéres dissections nous
avons prélevé d'autres tissus avec les glandes salivaires et lors de.
l'examen microscopique nous avons eu la chance d'observer dans ces
tissus, non déterminés, de tré&s beaux chromosomes mitotiques. Avec
1'aide du Professeur RAI nous avons approfondi notre examen et aussi

remarqué que le karyotype d'Aedes aegypti &tait représenté par trois

chromosomes : 2 ayant la m&me longueur et un 38me plus 'petit. Nous
avons pu "voir" des figures int@ressantes : métaphase en vue laté-
rale, métaphase en vue polaire, télophase avec reconstitution du ma-
tériel génétique dans chaque cellule fille. Les chromosomes mitoti-
ques dtaient larges, bien colorés et le Professeur CRAIG nous a cer-
tifié (gentillesse de sa paft ?) que c'était la premidre "fois qu'il
voyait de tels chromosomes. Montée de fagon temporaire cette lame n'a
pu,malheuretsement, étre conservée, elle nous a cependant donné la
possibilité d'avoir une premiére entrevue avec le:Pr. RAI. Entrevue
qui fut suivie de quelques entretiens au cours desquels le Pr RAI nous

a expliqué ses travaux.



-

v

- 33' -

Etudiant les chromosomes des glandes galivaires et amél%orant la
technique, d'écrasement, SUTTON (1942) indique que le nombre de chromo-
somes somatiques est de 2n = 5. ‘ ‘

PAI et CRAIG (1361) et BRELAND (1961), pratiquement en méme 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 contreverses se sont &€levées quant_ au détail
de ce karvotype (RAI, com. pers.). Il est cependant admis que deux pai-
res de chromosomes sont relativement grandes tandis que la 3&me est
wlus petite,.

Selon RAI (1963a) une des paires de grande taille est légérement
submétacentrigue tandis que les deux autres sont métacentriques.4En se
basant sur la taille et la position du centromére les chromosomes peu-
vent donc @tre individuellement reconnus, ils .ont recu la désignation
1, II, ITII. .

Dans les tissus du cerveau ces chromosomes mesurent. approximative-’
ment 5, 4 3 6, 9 et 7, 6 microms respécﬁivement a la métaphase.

AKSTEIN (19562) 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
particuli@rement utile dans les &tudes ayant pour but la corrélation
entre les groupes de linkages et les chromosomes visibles (RAI, com.

pers.).

II~2~ Génétigue d'Aedes aegypti.

¥ous n'allons pas feprendré ici l'article de CRAIG et EICKEY (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 physiologie d'Aedes aegypti
{LINNEE, 1762) ont &té bien &tudides (CERISTOFHERE, 1960 , CLEMENTS,

1963) par contre la géndtique de cette espé&ce n'était, jusnu™3 un passé
trés récent, cue fort peu connue "We mutant forms appear to have been

described in Aedes aegypti" (CHRISTOFHERS, loc. cit.).
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Le développement des phénoménes de résistance, l'importance &co-
nonique et médicale et 1'élevage facile de cette espéce ont stimuld les
travaux consacrés i la génétique d'Aedes aegypti (MATTINGLY, 1957, 1958‘
ROZEBOOM et KITZMILLER, 1958 ; HMAC CLELLAND,.1962a, b, ¢, d ; DAVIDS5ON el
“4SON, 1963 : CRAIG et HICKEY, 1961, 1967 ; BHALLA et CRAIG, 1970).

La majorité de ces recherches fut consacrée 3 l1l'isolement et la

E

caracté@risation des mutants et mutations, Quelques 82 mutations ont
ainsi pu 8tre &tudiées, principalement par le Pr. CRAIG et son E&quipe
qui reconstituent un “puzzle" (CRAIG, com. pers.).

En janvier 1972 quelques 163 souches de 26 espéces de moustigues
8taient disponibles, pour ioutes sortes d'études, au "WED International
Reference Center of Acdes™, NOTRE-DAME, INDIANA,

1121~ Llevage des mutants et maintien des souches
a2) Souches et observations personnelles.
.al~ Matériel.

Lfin d'expérimenter par nous-wmZme les techniques-d'@levage des
mutants (CRAIG et VANDEHEY, 1962) puis d'observer certains phénotypes

mutants le Pr. CRAIG 2 mis & notre disposition 9 souches d'fhedes aegypti.

+ souche ROCK forme type = Ledes aegyrti aegypti
+ souche DHOW forme pdle = Aedes aegypti var queenslandensis
+ souche BWAMBA forme sauvare, primitivement 3 Aedes aegypti
\
formosus provenance : QOuganda
souche BZ-WH bronze - white eye

+ souche RE-RU-SK.L redveye, rust eye, small antenna
+ souche DSA~WART dark scutum

spot abdomen

wart palp )

yvellow .larva

+ souche SASI sable~sooty (abdomen noir d'encre)
silver mesonotum
+ IXSBPD black pedicel '

spot abdomen

intarsex



+ souche MIN-BLT miniature

® black tarsus.

' a2) Remarques : ‘
’ Toutes les explications sur ces mutations, et leur groupe de

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

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

FPr. CRAIG, d'autre part, nous a permis de faire guelques observa=~

tions sur ces mutants.

- Bronze : larves, nymphés et adultes sont affectés par cette muta-
tion. L'alléle bronze est de type récessif., Pour mainte-
nir la souche il faut effectuer le croisement mile bronze
par femelle hét@rozygote pour ce caractére.

Les femelles homozygotes bronze sont stériles, elles pon- -
dent mais les embryons meurent dans les 12 heures qui sui-
vent l'oviposition. ~
Les males homozygotes bronze sont entidrement fertiles.
- Nous avons croisé les mAles bronze avec les femelles hétd-
- rozygotes et obtenu une s&rie de pontes ramenée aux labo~
- ratoires de Bondy.

-~ White eye : Caractére tré&s intéressant car les larves sont aussi

’ affectées. Il = 3té obtenu toute une graduation dans 1'in-
tensit& de la coloration des yeux des imagos : du blanc

au rouge pourpre.

~ Red-eye : Cette mutation pré&sente une pé&nétrance compléte mais une
expression variable., Ce caractére explique les variations
de couleur citées précédemment et obtenues en fonction des
génes associés, ‘

- Rust-eye : Le degré de coloration des yeux des individus affectés
par cette mutation, est, ici aussi, variable. En asso-
ciant les deux caractéres red-eye et rust—-eye (souches que
nous avions) les imagos obtenus présentent des yeux roses
("pink~-eye) qui, avouons-le,paraissent assez &tonnants.

"~ Small antenna : Ce caractére est visible dans lass deux scxes ; T .s
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 : I1 v a toute une série de facteurs affectant les
"cordes de la lyre" (CRAIG et HICKEY, loc. cit.).
Pour notre part nous avions la mutation fdsi“
qui, sur un thorak au fond noir, ne laisse appa-
raitre gque les bandes antérolatérales er forme
de croissant. Les bandes médianes et postércla-
térales sont absentes. .

Ce caractére est trés variable (MAC~CLELLAXND,

-~ Bfpot abdomen
1962) . Notre souche présentait des taches laté-

rales trés petites, gquasiment absentes..

+Ce caractére nous a semblé bien visible chez les

- Wart palp
femelles qui montraient des &cailles blanches 3
1'extrémité-des palpes, Palpes d'ailleurs affec-
tés dans leur forme puisque ¢onique ou en forme
de "club" & leur partie distale:. Les palpes des
m3dles montrent une zone élaré%éientre les 'seg~

.

ments 2 et 3.

- Y = yellbw larva : Caractére 3minemment intéressant et de trés
grand intér@t pratique. Ces larves jaundtres ou
p8les sont immédiatement sépqxables des larves
de type sauvage. Cet allile pzut donc.étre con-
sid&ré comme un trés bon mardheur.

Les adultes affectés par cette mutation présen=~

- Sable-sooty :
tent un abdomen absolument noir, d'um "noir
d'encre" ou "noir.de fumée"‘(CRAIG; cCom. pers.).
- Silver : Toutes les caractéristiques de cet important, et
. pratique facteur sont indiqués par CRAIG et
"HICKEY (1967). La scuche que nous avons &levée
présentait un mesonotum entiérement argenté,
~ Black pedicel : Le torus, 4 la hase de l'antenne, est entiére-

ment noir, ne présentant aucune &caille argentée.

-~

- Intersex Géne trés intéressant 3 Z2tudier a2t dont 1l'effet

est fonction des conditicns d'E€levage larvaire :

+ température de 1'eau de bac : 27°C : miles et
femelles normaux =2t fertiles. . i

+ température de l'cau 35°C pendant tout le dg~

velcppement larvaire : les m3les sont f&minisés
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i ces individus génotypiquement m3les et ph&notypigue-
ment femelles se.comportent comme des femelles notam=
: ment quant 3 l'alimentation sanguine. L

+ température du bac &levée pendant les deux premiers
’ stades larvaires puis les larves sont replacées dans
les conditions normales. Les miles apparaissent alors

avec une seconde série d'appendices génitaux situés
sur le 8éme segmént abdominal. Ces mAles sont ferti-

. " les. Nous avons rapporté cette souche 4 Bondy ol de
telles conditions,d'élevage peuvent €tre reprises et

les résultats observables par toute personne inté-

ressée.

- Miniature Mutation trd&s importante et de grand int&ré&t pratique,
dans la mesure ol ces mutants peuvent servir de maté-
riel d'étude parfait sans qu'il y ait aucun risque de
contamination 3 l'exté&rieur du lahoratoire. En cas
d'évasion accidentelle de quelques\spééimens‘ceux—ci
ne beuﬁent survivre dans les conditions naturelles.’
Tout le corps de l'adulte ainsi quc de“1l2 nymphe est

affecté par cette mutation,

- Black tarsus Les tarses, surtout de la 38me paire de batte, sont
entiérement noirs, les bandes blanches &tant quasi=-
ment absentes, ‘

Ainsi que nous 1l'avons signaid & plusieurs reprises toutes ces
souches, que nous avons glevées et chservdes 3 NOTRE-DAME, ont é&té

ramenées en France ol de telles expériences peuvent €tre reprises.

b) Elevage de routine des mutants

\

Les 110 souches d'Aedes aegypti ne sont pas élevées en perma-
,
nence : les locaux et le 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 &levées
les souches faisant 1l'objet de travaux fondamentaux de la pzrt des

&tudiants du Professeur CRALIG (cf. plus lecin).



el

- 38 - .

En élevage de routine, les oeufs sont conservies 48 heures 3 sec
puis placés dans un bac contenant de l'eau d@cxygéanée ou bouillie,
Ce manque d'oxygéne accélére 1l'éclosion qui peut &tre compléte en
une dizaine de minutes. L'€closion est hitée et uniforme si l'on
fait passer un féible courant d'ozone au-dessus de la coupelle con-
tenant tous les oeufs d'qne pbnte (TrRPI§, com. pers.). On peut soit
placer les oeufs dans le bac et ajouter de l'eau, soit mettre 1'eau
en premier et les oeufs ensuite. Autre méthode, mettre un peu d'eau
dans le bac, placer les ocufs et, aprés 1'éclosion rajouter de 1l'eau.

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

1,5 litre d'eau) doit &tre inférieur & 500 pour avoir des conditions

‘d'élevage favorables.

Dés le premier jour les larves sont nourries avec du "Liver
powder" (foie en poudre mélangé i de l'eau en plus?ou moins grande
quantité& selon que l'on désire une nourriture riché”ou pas). Ce
"Liver powder" entraine un développement des mlcrobes qui utilisent -
l1'oxygéne de l'eau ce qu1 accélére encore 1' ec1051on larvaire. Le
pourcentage d'éclosion larvaire varie entre 80 et 90 % selon les
souches. La durée de vie larvaire est de 5 3 6 jOQEﬁa et le pourcen-
tage de nymphose est de 100 Z. ;,&A

Les nymphes sont trides, m3les (les plus petits) d'un c6té, fe-
melles de l'autre. Les nymphes sont ensuite placees dans un gobelet
de carton dont la moitié& infé@rieure est remplie de coton humide sur-
monté d'un papier filtre. Sur ce gobelet s'adapte une petite cage,
aussi en carton, qui sert 3 recueillir les imagos néonates. Environ
48 heures aprés l'isolement des nymphes, toutes les &closions. imagi-
nales ont eu lieu et ‘les adultes sont alors placé&s dans des cages
d'élevage, en fonction de l'expérimentation voulue. Ces cages sont
représentées par des cylindres en carton, contenance 1 gallon, la
face supé@riéeure est constitude de tulle moustiquaire, un trou pro-
hongé par un manchon est pratiqué le loﬁg de ce cylindre et permet
la mapipulation des moustiques. '

11 est recommandé de ne placer qu'environ 200 adultes par ca-
ge. Le cage contient un petit récipient servant de pondoir. L'alimen-
tation glucosée est obtenue 3 partir d'un cube de sucre ou d'une tran-

che de pomme bouillie déposée sur la paroi supérieure de la cage.
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L'alimentation sanguine est obtenue & partir d'une souris anesth&siée
placée sur la cage. Le rythme des repas de sang est variable selon
1'élevage que 1'on désire : élevage de routine ou intensif. Wormale-

ment les femelles d'Aedes aegypti sont nourries tous les 4 3 5 jours,

Les oeufs doivent &tre ramassés tous les deux jours, quatre jours
aprés le repas de sang représentant le dé&lai maximum. Il faut bien .
veiller i ce qu'aucune éclosion larvaire n'ait lieu dans la cage
d'élevage des adultes,

Les pontes, .nous 1'avons signalé plus haut, somt conservées 2

jours "Ad.sec". afin que toutes les &closions soient simultanées. Cet

élevage est pratiqué dans un insectarium maintenu 3 28° C et 80 %
d'humidité relative.

c) Conservation des souches, <

Les souches des "mutants" sont conservées dans une "banque" re-~
préséntée par une série de grandes &tuves maintenues.3 80 Z d'H.R. et
16°C. Les oeufs sont placés sur un papier filtre introduit damns de
petits gobelets en carton. Il faut remarquer gue le pourcentage d'éclo-
sion est fonction du temps de conservation. Aprés six mois il n'y a
plus qu'environ 50 7 d'éclcsion, pourcentage qui devient trés faible
aprés un an. Le maintien des souches nécessite donc de les "relancer"

tous .les six mois comme nous 1'a bien recommandé le Pr. CRAIG.

II-2-2- Cartes géniques.

L'établissement des cartes géniques ("chromosome mapping") est
de premiére importance en génétique formelle mais aussi dans le cadre
des programmes de contrdle des vecteurs,

L'étude cytomorphologique ne permettant pas la localisation

des génes, celle~ci est &tablie, génétiquement, par l'étude de la

descendance de certains croisements, .
La.transmission des cé;actéres peut &tre de deux types :
- li&e au sexe
- autosomele.
Des 82 mutations jusqu'd présent signalées, 28 loci ont ainsi

pu étre déterminés (fig.9). 10 génes se sont montrés &tre de type "1lié
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au sexe'" et, de ce fait, considéré &tre du groupe de linkage I tandis
que ies 18 autres sont de type autosomal-et .furent placés dans les
groupes II et III. Ces trois groupes de linkage corréspondent aux
trois'paires'de chromosomes mis en &vidence et &tudiés par BRELAND
(1961) ; AKSTEIN (1962) et RAIL (1963a). '

Nous avons demandé au Pr. CRAIG quellé €tait la méthodologie
pour déferminer le groupe de linkage et la position d'un gé&ne. Le Pr.
CRAIG nous alors confié "aux bons soins” d'un de ses &tudiants,

"palpantennate".

PETERSEN, qui étudie actuellement la position du géne
L'adulte affecté par une telle mutation est un "mutant homéiotique"
dont les palpes présentent les caractéristiques morphologiques des
antennes : segmentation, ornementation... Cependant, avant de relater
le travail de notre camarade PETERSEN,'nous‘pensons qu'un rappel
succinct des phénoménes génétiques et leur utilisation en "chromosomé™

mapping" n'edt pas inutile.

a) Rappels succincts

al) Phénoméne de linkage.

Les génes montrant une sé&grégation non due au hasard sont
localisés dans un unique cﬁromosome ; 1l1s tendent a rester ensemble
dans la descendance (linkage) et sont agencés selon une série liné&ai-
re. Deux génes proches dans cette série linééire montrent une asso-
ciation plus &troite que deux génecs €loignés 1'un de 1'autre (MORGAN,
1911). Nul mieux que cet auteur ne peut, évidemment, décrire et ex-

pliquer ces phénomé&nes de linkage aussi nous citerons, in extenso,.,

un extrait de sa publication originale qﬁe nous avons pu lire 3
NOTRE-DAME. "We find coupling in certain character and little or no
evidence at all of coupling in other characters, the difference de-
pending on the linear distance apart of the chromosomal materials
that represent the factors. Such an explanation will account for

all of the many phenomena that I have observed and will explain
equally, I think, the other cases so far descfibed. The results are
a simple mechanical result of the locaticn of the materials .in the
chromosomes and of the method of union of homologous chromosomes,6 and-
the proportions that result are not so much the expression of a nume-
rical system as the rélative location of the .factors in the chromo-

some. Instead of random segregation in Mendel's sense we find asso-
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ciation of factors that are located near together in the chromosome"

(MORGAN, loc. cit.). Cette derniére phrase est d'un intér@t capital

pour l'établissement des cartes chromosomiques.
a2) Caractéres 1liés au sexe,

Dans 1la méjorité des espéces & reproduction séxuée, une
association compléte (liﬁkage) entre les génes d'un méme chromosome
est rare ; quand elle est présente elle n'apparait que dans le sexe
hétérogamétique (BAKER et RABBANI, 1970).

Chez les Culicinae la détermination du sexe est le fait -
d'une paire unique d'alléles ou d'une portion de chromosome pour
laquelle le mdle est hé&térozygote M~m et la femelle homozygote m-m. Il
en est ainsi pour les représentants du complexe Culex pipiens.(LAVEN,
1957 ; WiLD, 1963 3 VAN DE HEY, 1967) et pour Aedes aegypti (HMAC
CLELLAND, 1962, 1966 ; BHALLA et CRAIG, 1967 ; BHALLA, 1968). Con-

trairement aux gnophelini, qui présentent un chromosome I hé&téromor-

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

chez Aedes aegypti le sexe est déterminé par une paire d'allé&les por-
tée par une portion du chromosome I,‘le m3le est hétérogamétique et'
la femelle homogamétique. De ce fait le locus sexuel est utilisé -
comme marqueur génétique pour les &tudes de linkage des caractdres
portés par le chromosome I (groupe de linkage I).

Les génes de ce groupe présentent un mode de transmission
particulier : de type "1ié au sexe ou "sex-linked inheritance". Le -
chromosome Y, composé essentiellement d'hétérochromatine ne ré&céle ni
les mutants récessifs ni les allédles dominants d'aucun des génes. De
ce fait, les mdles XY présentent un ph&notype déterminé par les gé&nes
du chromosome X, constitué principalement d'euchromatine. Les génes,
de caractére récessif, 1iés au sexe sont donc réguliérement trans-
mis, & la Fl de la mére & l'enfant de sexe mdle et jamais du pére &
1'enfant ; ces génes ainsi transmis s'expriment dans ls conditions
d'hémizygotie (cf. diagramme des croisements, planches 10a, b et c)*
Les femelles issues de tels croisements peuvent Gtre homozygotes ou
hétérozygotes pour n'importe quel géne 1ié au sexe tandis que le mile

n'ayant qu'un représentant du géne "sex-linked” est dit "hémizygote".
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a3) Phénoméne de Crossing=-over

Le crossing-over, ou enjambement, est un phénomé&ne qui se pro-
duit 3 la méiose et qui consiste en un échange de segments entre chro-
moscmes homologues (fig. 11). Cet &change de segments entralne un

.

réarrangement de l'agencement des gé&nes dans chaque chromosome con-

cerné (fig. 6 et 7).

S'il n'y a pas de crossing-over deux gé&nes d'un méme chromosome
demeurent indéfiniment associés., Ce phénoméne de crossing-over est
donc trds important dans l'histoire de 1'évolution des espdces, Il
permet i chaque géne d'un chromosome de participer 3 la reconstitu-
tion d'un pool génique de la méme fagon que les géneé portés par des
chromosomes différents, €tendant ainsi le bénéfice évolutionnaire de
la reproduction sexuée aux génes d'un méme chromosome.

Si un crossing-over se produit en un point quelcongue le long -
d'un chromosome, deux génes peuvent &tre sépafés, ‘trés rarement s'ils
sont proches mais plus fréquemment s'ils sont éioignés.

En observant la fréquence de recombinaison de plusieurs génes
il est possible d'établir une carte de 1'agencement des gé&nes ("linka-~
ge mapﬁ) et .de préciser la position (location) de ces gé&nes dans un
groupe de linkage. Si un crossing-over entre les génes a et L est
deux fois plus fréquent qu'un crossing-over entre les génes c et d,on
peut raisonnablement en déduire que a et b sont deux -fois plus &loi-
gnés dans le chromosome que ne le sont ¢ et d (CRAIG, com. pers.).
Ainsi il est possible de "situer" la position respective des génes
selon leurs "distances" exprimées en "unités de crossing-over".

Etudions, par exemple, la location respective des 4 génes A, B,
C, et D, présentant les pourcentages de recombinaison suivants :

- entre A et B : 10 7

'~ entre B et C : 16 7
- entre A et C : 26 7
~ entre C et D : 11 Z
- entre B et D : 27 7.
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On peut’élors établir la carte montrant la position respective

de ces génes, traduite lin@airement

A B C D

10

11

26

27

11 faut bien noter que les "distances" de cette carte sont ex~-

primZes en "unités_ou_pourcentage_de_crossing-over!..

nsi une carte montrant deux génes &loignés 1'un de 1l'autre de

B>
[T

15 unités signifie qu'il v 2 15 % de combinaison entre les deux génes.
a

Les distances représentfes sur une carte chromosomique sont prcpor-

tionnelles aux distances réelles des loci seulement si les crossing~
over ont lieu avec une frécuence €gale sur toutes les régions du chro-
mogema ce qui, en fait, n'est pas le cas. Cependant 1'ordre des génes
est correcf et les "distances" approximativement valables. Cette idée
dque les génes sont agencés linBairement le long du chromosome et gue la
distance qui les sé€pare peut Etre mesurie en terme de valeur du c
cressing-over a &té déveleppée par MORGAN et son &cole entre 1910 et ..
1916. Avant de passer & l'interprétaticn pratique de ce phénoméne il
faut rematrquer deux faits

~ 51 on fait un test de crossing-over pour deux génes trés éloignés
dans le chromosome, un ou plusieurs double crossing-over peuvent ne
point &tre détectés. De ce fait, le pourcentage de recombinaison entre
2 génes distants peut 8tre sous—-estimé sur la carte.

- deux génes &loignés dans le chromosome de telle sorte qu'ils

=R -
[\
He
]
o}
=]
[N
o

sermblent ind&@pendants 1'un de l'autre ont 1 valeur de recombi
5¢ 7.
b) Location d'un géne.

Actuellement une &tude est 2n cours pour situer le géne palpan-—
teunate (groupe de linkage I) affectant la morphologie des palpes des

adultes.
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PETERSEH, responsable de ce travail nous 2 ax . iqué ia chrono-
logie des expériences 3 faire pour déterminer la positicn reliative
d'un géne. Nous ne pouvons citer ces résultats pulsnuz ~zux-ci doivent
faire 1'objet d'une prochaine publication. Reteuons cepeudant la mé-

thodologie & suivre.

bl) Croisements.

Pour déterminer la position relative :lu géne considédré oa uti-

lise 2 autres génes margueurs (sexe ot whice-eye) doat on connalt la
position dans le groupe de linkage T,
.
Le ler croisement int2resse den uarenis homozygotes pour les

-

génes considérés (de caract

(Pf
fD
[
(1Y
(¢]
o
177}
(9]
l-d
ih
~

Pour &@tre siir d'avoir des purents hcwo~r~~tﬁs iL faut les pré-
lever d'une lign& pure ou inbred lines ou ligndes d'inbreeding.
Nous rappelons briévément qu'une inbred line ast obtenue aprés
- 1 croisement unique kS
- croisement entre 1 frére et sa soeur de cette'dgscendance
- attendre au moins d.x générations en effectuaﬁf zoujours le
croisement entre un frdre et sa soeur (fig. 122
Il est capital d'avecir un mile d'une telle 11gne car un "male
de type sauvage +++'" pourrait en reallte €tre un hetprozy ote possé-
dant des génes récessifs maggqués par 1'all3le sauvage domiuant. Ces
génes récessifs pourraient s'exprimer (apr@s crossing-over) et per-
turber la descendance rendant impossible toute interpré@tation correcte

des résultats.

Le croisement de base est effectué catre i"ii idus homozygotes
femelle " male
Parents : palp m Y- X + M +
palp m W + "M +
femelle mZle
F.l S Am + + M +

palp m W palp m

g
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Ces génes mutants (palpentennate et white-eye) &tant de carac-—
tére récessif 1ils n'apparaissent pas 3 la premidre giénération et ces
hybrides sont tous ph&notypiquement, de type sauvage.

Pour faciliter l'interprétation des résiltats ultérieurs il est
préférable d'effectuer alors un croisement en retour ("backmcross")
plutdt que des croisements entre individus de la FI et suivre -leur
descendance (CRAIG, com. pers.). ‘

Ce croisement de retour intéresse les mdles hé&térozygotes de la

FI1 avec la mére homozygote récessive.

Back-cross + il + .palp ul W

m3le femelle

palp m W palp m W

trois possibilités

I- pas de crossing-over : N

3 la méiose il y aura réappariement normal des chromosomes homologues
et la descendance sera génotypiquement des deux types parentaux :

+ M+ e
pour les rt.idles

pour les femelles

palp m Y

2- Un crossing-over simple :
Deux zones de rupture peuvent &tre intéressées par ce
crossing-over : -

- soit entre les ‘génes palpentennate-~caractére sexuel:l

-~ soit entre les génes oeil blanc-caracté@re sexuel : 2
+ M+
= -\5' _\-j—’ . %“\ 4"/
: - M A

. ' palp m 4
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a) le crossing~over intervient.en position 1

+ M +
mile e
-
palp m W
(1)
la descendance sera représentée par 2 génotypes @ - S
+ m - W palp M +
palp m W palp m W
femelle mile

les midles obtenus présentent 3
~ des palpes modifiés
- des yeux de type sauvage
b) le crossing-over interviemnt en position 2

¥

+ M +
N
palp m w
(2)

la descendance sera composée de 2 gé&notypes

+ M w palp m +

palp m w palp m W

les mi&les obtenus pré&sentent 3
- des palpes de type sauvage

- des yeux blancs traduisant la mutation, .

A 1'issue d'un crossing-over affectant le pére, hétérozygote
pour les caractéres étudiés, quatre génotypes possibles'peuvent ap-
paraitre -dans la descendance du croisement effectué entre ce mfle hé-

térozygote et une femelle homozygote pour les dits caractéres.
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3 - Un double crossing-over

palp m w

Un tel double crossing—over entraine la production des deux gé-

notypes. ) ‘

+ m + palp M w

palp m w palp m W

Les mdles obtenus présentent :
- des palpes modifiés
- des yeux bléncs
A 1'issue du croisement en retour : mile hybride de la FI par
femelle parentale homozygote on peut donc obtenir : ' .
- des m3les de type parental.,phéfotypiguement de type sau-
vage
- des miles avec palpes modifiés et yeux de tyée sauvage
- des mi3les avec palpes modifiés et yeux blancs.
~ des mﬁles.avec des palpes de type sauvage ct' yeux blancs.
Le point intéressant est rue ces guatre génotypes, obtenu
¢en fonction de la nature et la pesition du crossing-over, ont une
traduction phénotypique permettant la s&paration de ces quatre

classes.

b) Interprétation des résultats.

Les résultats de ces croisements peuvent différer de ceux
attendus et un phénotype peut ne pas &tre quantitativement repré&senté
selon les lois de la g&nétique. '

Ceci peut &tre di Z un effet lethal du géne et il faut alors
déterminer 3 quel moment cetie action se manifeste donc observer tous
les stades de la descendance : &closion larvaive, développement lar-
vaire, &closion imaginale (BHALLA et CRAIG, -13967). On pourra ainsi
compter trés exactement les repr&sentanis de la classe possédant le
géne considéré, Les ré&sultats du croisement pourront &:tre alors ana-
“1ysés correctement et le rS8le et lz position du dit gé&ne pourront
Gtre déterminés. Le nombre de repridsentants de chaque phénotype est -

fonction de la fré&quence du crossing-over donc de la position relative
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de chaque géne. Cette "distance" entre les génes est Etablie en "unité
de crossing-over". Nous ne pouvons citer ici les résultats dé&ja obte-
nug par PETERSEN quant au positionnement du géne palpantennate puiscue
les travaux sont toujours en cours et doivent &tre prochainement pu-~
bliés par leur auteur. De toutes fagons 1l'analyse des réZsultats en-
trainent dans le cadre d'une &tude théorique et les modaiités d'analyse
se retrouvent dans tout livre de génétique fondamentale.

Pour mémoire nous citerons les méthodes couramment utilisBes :
celle de IMMEPR (1930) ou "PFODUCT METHOD" basée sur l1'é@tude des ré-
sultats 4 la F2 et celle de BHALLA et CRAIG (lggf cit.) basée sur
1'€tude des croisements de retour.

Cette.derniéré méthode est couramment pratiquée par l'équipe du
Professeur CRAIG pour déterminer la position des génes dans les chro-

mosones d'Aedes aegypti (BHALLA et CRAIG, 1970).

-

I1~2~3~ Cartes de linkage et génétique formelle d'Aedes aegypti.

Le Professeur CRAIG nous a mené devant une gramde carte résumant
les connzissances acquises "up to date" sur les "linkage-map" des trois
“"oroupes", c'est-i~dire la position respective des génes, connus, de
chaque chromosome d'Aedes aegypti. Cette carte reproduite dans 1'artié1e

de CRAIC ot INICKEY (in WRIGHT et PAL, 1967) mais depuis cet article les

trdvaux se sont poursuivis pour Aedes aegypti (BHALLA et CRAIG, loc. cit,

mais aussi pour d'autres espdces tel Zedes albopictus (ZUINN et CRAIG, -

1971). Le Professeur CRAIG nous a précisé@ que cette carte devait &tre
considérée non comme une structure définitivement &tablie mais plutdt
comme un modé&le pouvant servir de base et d'aide aux autres chercheurs,

Cette carte d'ailleurs est sujettec 3 quelgques r2arrargements car

=

faut souligner la grande variabilit& des résultats dos croisements
a

]

:t, par la méme, l'interpré@tation quant aux distances relatives de
chague géne (BHALLA et CRAIG, loc., cit.).
Le Professesur CRAIC nous a wontré un tel exemple de différence

de résultats (tableau III, page 97 et 98 du chapitre 3 "Genetics of
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tedes aegypti" in WRIGHT et PAL, 1967). Ces différences seraient dues
i des problémes d'inversions (MAC DONALD et SHEPPARD, 1965).

Sur cette carte en peut remarquer que le chromosome I porte,

outre la poftion déterminant le sexe et le géne "Distorter" utilisé en
lutte génétique, les trois génesdaffectant la coculcur de 1'ceil (voir
plus haut) et les deux gé&nes qui affectent la couleu¥ du corps.

. Les génes affectant la couleur du thorax et surtout ceux con-
ditionnant la ré@sistance aux insecticides (D.D.T., Dieldrine) sont por-
tés par le chromosome II.

, Le chromosome III ﬁrésente essentiellement les g&nes responsa-
bles des mutations des appendices. ’

Actuellement la distance totale de la carte ("total map dis-"
tance") est estimée &tre de 110 unités (43 + 37 + 30 respeétivement).
CRAIG et HICKEY, 1967).

La connaissance de cette répartition des génes pour chague
groupe de linkage est &évidemment d'un intér&t capital aussi bién pour
les études théoriques futures (positiénnement d'autres géheg) que pour
l'utilisation pratique qui peut en étre faite (sélection de gé&nes mar-
queurs, obtehtion de lignées composées pratiquement que de midles...).

"Cytogenetic studies of mosquitoes and other vectors provide
important and basic information. Ary genetic madnipulation of field po- .
wiilation mist be based en such informaticn” (RAI, 1968). La facilité
d'élevage, toutes les possibilités de recomhinaison des caractéres géné-

tigques mais aussi l'importance médicale et &conomique de cette espéce

- -

font d'Aedes argypti "le véritable rat blanc" des lahoratoires de géné-

tique formelle et appliquée (CRAIG, com. persg.).
II-3- Intéréts pratiques de ces E&tudes
ITI-3~1~ Lutte biologique.

o - 1

Le contrdle géné&tigue des populations a &té défini comme '"the
use of any condition of treatment that can reduce the productive po=
tential by.aitering or replacing the hereditary material'". WHO Scien-
tific group (1964). Le planning familial des moustiques (CRAIG, 1968)

a fait l'objet de moults travaux que nous n'aurons peint la prétention

-~

de résumer ici. Cependant nous avons assist&,.lc 4 avril 1972, & une
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conférence donnée 4 1'Université de NOTRE~DAME, pavr le Professeur RAI

et consacrée :
- aux principes
f— différentes techniques
- premiers ré&sultats . ‘
et perspectives d'avenir du contrSle biologique des popula-
tions.
Nous rapporterons ici les propos du Pr. RAILI ainsi qu'un résumé

des convérsations que 1nous ‘avons pu avolir sur ce sujet avec cet au-

teur et le Professeur CRAIG.

-

d) Principes du contr@lec génétique,

Ces principes ont &t& résumds par KNIPPLING (1967).

Le principe de base est d'utiliser des "facteurs" qui ménent i
une disparition du pouvoir- reproductif d'une populatiun naturelle.

Le contrdle éénétique doit €tre considéré commec un complément
indispensable du traitement insecticide classique. Util}sées isole~
ment ces deux méthodes ne peuvent suffire & "éradiqueriune population
d'insectes mais employées judicieusement elles peuvent iocurnir une
arme efficace dans la lutte contre les grandes endémiecs.

Dans un premier temps les populations considérées doivent &€tre
réduites et ceci par un traitement chimigue. Il faut noter que le
traitement insecticide @5t plus efficace lorsque la population est
importante tdﬁdis‘que c'est 1l'inverse pour le contrdle génétique. Ce
dernier mode de contrdle doit &tre consid@réd comme "a final weapon in
eradication campaign where the target is the last residium of a popu-
lation " CRAIG (1968).

Avant d'attaquer son ennemi avec quelques chances de succés il
faut avoir des munitions et €tre sir d'en disposer constamment (CRAIG,
com, pers.). Aussi il faut que l'espéce &tudiée présente un pouveir
reproductif important et utilisable en laboratoire, il faut pouvoir
produire"massivemenﬂ'leé insectes qui vont servir & contrdler la po-
pulation naturelle. )

Ces insectes, que 1l'on va lacher dans la nature, dcivent &tre
compétitifs pour due leur action soit effective. Ni leur longévité&, ni
leur fécondité ne doivent &tre altérég par le traitement qu'ils auront
subi-. C'est 13 un des points essentiel et qui fut la cause de cer-

T A

[y

tains échecs. N
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Quatriéme point,qui présente lui aussi une grande importance :.
il faut bien connaltre tous les aspects de la biologie du vecteur cn
cause notamment la dynamique des populations (cf. point I) et son
. A

comportement sexuel. Cette partie du programme nécessitec: des ‘&tudes

complétes auss$i bien sur le terrain qu'en laboratoire.

12 -

Le contrdle génétique des pcpulations doit donc &tre considéré
comme une petite guerre ol la stratégie joue un rd8le primordial.

Bien connaitre les forces de son ennemi, lui porter massivement
de -rudes coups, puls lorsque son potentiel est nettement affaiggi,
tenter de l'exterminer en emp@chant qu'illne renouvelle sa popula-
tion et pour cela de nombreux moyens sont bons notamment envoyer des

émissaires "qui vont "désagréger" son pouvoir reproductif.

2B) Techniques.
A) Stérilisation des insectes
Al) Chimiostérilisation.

Dans un premier temps la lutte biologique &tait centrée sur

des l3chers de mi3les stériles, il &tait donc important de tester dif-

‘férentes techniques pour obtenir de tels individus. L'une d'elle

faisait appel aux chimiost&rilisants (thiotépa, apholate..) leur ré-
sultat ne s'étant pas avéré satisfaisant dans le cadre de la lutte
génétique une &tude importante a €té entreprise pour comprendre leur

action notamment au niveau des chromosomes.

Les-femelles d'Aedes aegypti sont monogames (CRAIG, 1967 H
SPIELMAN et al., 1967). Apré&s une copulation "positive" d'cil il en
est résulté une insémination effeqtive, la femelle est réfractaire i
toute autre insémination pour le reste de sa vie. C'est unelhormone,
npmmée "matrone" (FUCHS et al., 1968), qui, produite par les glandes
accessoires du mi3le, est transférée 3 la femelle par le liquide sémi-

nal et emp@che toute autre insémination (GWADZ et al., 1971)

Les larves d'Aedes aegypti élevées dans un milieu®contenant de

l1'apholate, donnent naissance & des miles stériles. Mais ces miles
stériles présentent des glandes accessoires inibses, de ce fait,
1'accouplement de ces m3les traités avec des femelles normales ne
sera pas unique. La femelle pourra de nouveau s'accoupler et dtre fé-

condée par un mile normal.
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RAI (1964a et b) a montré que l'apholate modifie la physiolo-
gie des chromosomes et provoque c?rtainés‘tuptures des chromosomes
somatiques. Ruptures qui paraissent Stre plus fréquentes dans la
régiod de la constriction secondaire d'un des grands chromosomes.

Les chiﬁiostériliéants peuvent iniber et voire emp@cher complé-
tement la pruduction des géméte§ chez les insectes ("infecondity").
La stérilité sexuelle obtenue aprés un traitement chimique résulte
probablement de 1'induction d'importantes aberrations chromosomiques
dans le sperme et les qvaires (RAI (1965). Les différentes techniques
utilisé&es pour 1'é&tude cytologique et cytogénétique de 1'action des
produits chimiques sur Aedes aegypti sont réunies dans 1'ar;ic1e de

RAI (1967).

A2~ Irradiation des chromosomes. -

Aedes aegypti a fait 1'objet de plus de travaux concernant

les problémes d'irradiation que toutes les autres espéces culici-
diennes (RAI, 1963b3 1967). ‘

Pour &tudier les effets des radiations sur l'activité mitoti-
que RAI (1963a) a compté le nombre de celiules du cerveau des lar-
ves du quatr{éme stade, aprés exposition 3 différeﬁtes doses de
rayons X (500, 1000, 2000, 4000 rads). Dans un p}emiers temps toutes
les doses suppriment l'activité mitotique pratiquement totalement.
Puis il y a une grande augmentation des divisions cellulaires ; 1le
lot irradié a 500 ou 1000 rads présenté une division égale &
plus du double par rappért au lot témoin. Les rayons X causent cer-
taines aberrations des chromosomes des cellules somatiques : délec-
tions, anneaux, ponts-dicentriques... ‘

Récemmeht, ASHMAN et RAI (1965 et com. pers.) ont réussi i
induire certains changements chromosomiques h&réditaires : translo-
cations réciproques et trisomie dans les cellules des gonades. Ces
aberrations seront tré&s utiles notamment pcur la localisation des
génes dans les chromosomes. Il faut noter la ré&sistance aux radia-

tions présentée par certaines souches (ASHMAN, 1966). Une souche hy-

bride, montre un taux de mitose plus &levd que les souches parenta-

les et cette accélération de la mitose reparerait les dommages cau-

sé€s par les radiations.
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Par la technique d'irradiation des chromosomes ASMAN ct RAI
(1966) ont pu induire une translocation inééressante entre les chro-
mosomes I et II. Cette translocation permet d'obtenir. dans la
descendance, un important degré de stérilité.

Un autre croilsement intéresse les mdles irradiéds et les femel-
les de type sauvage, ce crolsement }rocure des individus de la FI de

type trisomique 2n = 7.

B) Manipulations génétiques

Le contrdle biologique des insectes n'est pas limité i l'emploi
d'insectes stérilisés par des traitements physiques ou chimiques
(KNIPPLING et al., 1968). D'autres mécanismes, connus des généti-
ciens, sont utilisables et peuvent Stre adaptés & la lutte contre
les vecteurs.:

~ incompatihilité cytoplasmique (LAVEN, 1967a et 1967h.
= hybrides stériles (DAVIDSON et al., (1967).
- dBrive génét@que ("mei&se drive™). ,
- distorsion du sex—ratiov(HICKEY, 1976 ; HICKEY et CRAIG,
1966a et b).
- incorporation de facteuwums léthaux...
Nous signalons ici les méthodes dont nous parlérent les Pro-

fesseurs CRAIG et RAI.

B-1- Distorsion du sex-ratio.

Ce phénoméne est di 2 un facteur génétique qui modifie la sé-
grégation du chromosome "sexuel" pendant la m@iose, il en résulte que
la descendance est principalement constituée de miles.

Ce facteur, "Distorter", n'agit que sur les mi3les et il est
transmis i la descendance mile. ‘

Les diverses souches présentent des degrés dans l'expression
du caractére distorsion, la meilleure donne naissance d une progéni-
ture composée a 90-95 % de miles. )

Différehtes proportions d'individus "Distorter" et de miles
normaux ont &té reldchés Jans des cages d'expériences. Un sex-ratio
de 90 % de miles a ainsi pu &tre obtenu.pendant plus d'un an tandis
qu'une autre population a pu @tre &radiquée (au laboratoire) en 42

scmaines.
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Associ& 3 d'autres caract@res, tel le gé&ne "Bronze" (BHALLA et
CRAIG, 1967) responsable de la stérilit& des femelles, ce géne
"pistorter" peut &tre considé&ré comme .trds "prometteur" dans le ca-

dre du contrdle génétique des populations.

B-2 - Translocations chromosomiques.

. La technique des laAchers de mdles stérilisés présente le désa-
vantage de sa caractéristique essentieélle, en l'occurrence ces mdles
stériles ne transmettent &videmment pas ce caractére a8 la génération
suivante. Pour maintenir le contr3le de la population considérée il
est nécessaire d'effectuer de nombreuses et constantes réintroduc—
tions.

I1 était intéressant d'envisager le proBléme sous un autre an-
gle, de volir comment un caractére génétique s@lectionné en labora-,
toire, pourrait s'incorporer au pcol génique d'une population natu-
relle et comment ce caractére allait &@vecluer sous.l'effet de 1la
pression de sélection.

Dés 1940, SEREBROVSKII envisage une "nouvelle méthode géné-
tique" de contrdle des vecteurs, mais ce n'est que depuis une decen-
nie que 1l'accent est mis sur ce type d'étude. :

L'utilisation d'une "semi-st@rilité transmissible", associée 3
certaines translocations chromosomiques, semble aveir une perspective
prometteuse dans le cadre général de la lutte biologique.

Chez Aedes aegypti quelques 40 translocations ont pu &tre in-

duites et analysées cytogéné&tiquement quant a leur point de rupture.
Ont aussi &té &tudiées la fertilité et la fécondité des miles et '
leurs caractéristiques génétiques (ASMAN et RAI, 1965 ; RAI et ASMAN,
1966 ; RAI et al., 1970 ; RAI et MAC DONALD, 1971). ‘
Théoriquement, un seul }acher d'individus homozygotes;pour la
translocation peut suffire 3 éradiquer une population (CURTIS, 1968).
Ces insectes "transloqués" n'ont subi aucun trazitement physique
ou chimique 3 la génération du lacher, ni leur génotype, ni leur
phénotype n'est "essentiellement" affecté par le systéme de translo-

cations, points essentiels pour maintenir la compétitivité de ces

males.
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En effet, la réduction de la compétitivité sexuelle &tait bien
souvent un important facteur limitant dans les essais dloktemticn . .
d'une 1&thalitéd & caractdre dominant induite par les agents mutagénes
(RAI, 1969). ’ l ’

Des simulations sur computeur, basées sur des résultats . utili-

sables pouruAedes‘aegypti, ont indiqué le rSle potentiel des diffé-

rents types de translocations, li&es au sexe ou autosomales pour le
contrSle génétique, en fonction des différentes "stratégies" des 13-
chers (MAC DONALD et RAI; 1971).

En 1971, aux Indes (Research Unit on Genetic Control of Mosqui-
toes) le Professeur RAI et son &quipe ont expérimentd, sur le terrain,
cette nouvelle méthode de lutte biologique. ’

Ils ont &tudié l'incorporation génétique dans une population
naturelle d'une translocation liée au sexe, ainsi due le maintien de
cette translocation dans le pool éénique pendant plusieurs généra-
tions aprés la fin des lachers. Les lachers consistaient en une seule
génération d'individus traités (RAI et al., 1972). C'était la premié&-

re démonstration d'un tel type d'étude pcur Aedes aegypti. LAVEN

(1967a, 1969, 1971) a aussi &tudié& l'incorporation & un pool génigue

d'une population naturelle de Culex pipiens fatigans, d'une translo-

cation lide au sexe.

Ces expériences ont montré qu'avec des manipulations appro-
priées, il &tait possible d'utiliser les translocations chromosomiques
dans le cadre du contrdle glnétique des populations. .

Actuellement les travaux -se poursuivgnt parallélement en labo-
ratoire (3 1'Université de Notre-Dame) et sur le terrain (station ‘
W.H.O0, upnit, DELHI et Notre-Dame field, MOMBASA, KENIA). LORIMER, et
2l., (1972) viennent d'isoler 2 translocations homozygotes chez Aedes
aepgypti qui pourrzient augmenter considérablement la potentialité de
la mé&thode des translocations chfomosomiques pour le contrdle géné-
"tique des populations.

Ainsi que nous 1l'avons signalé plus haut le Professeur RAI est
revenu de DELHI quelques jours apr@s notre arrivée 3 1'Université de
Notre-Dame, nous avons ainsi pu avoir les derniéres informations réu-
nies sur ce travail. Nous avons retranscrit ces informations mais
tous les détails des techniques utilisées et des résultats obtenus

peuvent se retrouver dans les publications citdes (faites et sous-

presse).
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B-3 ContrGle génétique des vecteurs de filaires.

La connaissance de liagencgment des génes dans les chromosomes
autorise la manipulation du pool génique et la "constitution" de
certaines souches sélectionnées pour des caractéres d'intérét prati-
que.

Ainsi on sait "oll se trouvé" et "comment agit" le géne "fm"
(récessif, 1ié 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 1'Université de -Notre-Dame, le Professeur RODRIGUEZ s'occupe
actuellement des "variations génétiques dans la susceptibilité 3
l'infection filarienne pour différentes souches géographiques d’Aedes
aegypti". Lors d'une conférence, donnée le 10 avril 1972 au Départe-
ment d'Entémologie puis lors d'un entretien privé dans son labora-
toire‘personnel, le Professeur RODRIGUEZ nous ‘a expos& ses travaux
et les résultats déji obtenus.

I1 faut tout d'abord se rappeler que "ability to transmit di-
sease can be a characteristic of individuals or population as well
as species" (CRAIG, 1971).

43 souches géographiques d'Aedes aegypti, 6 lignées inbreed et

une colonie de laboratoires ont &té testé&as pour détermimer laur

susceptibilité 3 1'infection. par Brugia pahangi. Les femelles

d'Aedes aegypti, dgées de 4 3 5 jours, se nourrissent sur gerbilles

(Meriones unguiculatus) infectées. Les gerbilles affectées par cette

filaire présentent une paralysie du train arri@re. Les femelles de

moustiques sont disséquées 10 3 14 jours aprés la prise de repas
infectant.

Sont considéré&s comme "susceptibles" les moustiques qui "pTo-
duisent" des filaires infectantes viables. Nous avons pu observer de

telles filaires au cours des dissections faites par le Profegseur

-RODRIGUEZ.

Lors de chaque test, le Professecur RODRIGUEZ utilise pour
souche témoin la souche d'inbreding "REFM" (dérivée d'une colonne de
laboratoire et oii sont associés le: géne.red-eye et le géne fm).
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Des 43 souches géographiques, 30 se sont montrées absolument ré-
fractaires 2 l'infection. Remarquons qu'il en est ainsi pour les 7
souches d'Afrique de 1'Ouest testées. _

Les 13 autres souches permettent une susceptibilité variant de

- S

2 % (souche américaine) -2 53 % (souche d'Quganda),
La souche homdzygote pour le géne "filarial susceptibility" (ou
"fm") a2 montré une susceptibilité& de 95 Z. ” ‘
En se basant sur les résultats ainsi obtenus il a &té possitle
d'estimer la distribution du .gé&ne "fm" dans les populations naturelles.
Un tel type d'8tude est éminemﬁent intéressant et permet d'envi-
sager un nouveau et efficace moyen de contrdle d'une endé&mie en n'af~

fectant point le cycle bioclogigue naturel, En effet le "vecteur"... ne

serait plus vecteur bien que sa population n'ait pas &€té altérie.

¢) Premiers résultats.

Hous ne ferons ﬁaint ici un récapitulatif des nombreuses tentati-
ves réussies ou non, effectuées dans le cadre du contrdle gé&nétigque des
populations d'insectes. (L& CHANCE et ¥NIPPLING, 1962 , kNIPPLII@G, 1964,
1967) ., Notons cevendant que les premidres tentatives d'éradication de
populations naturelles de moustigques se sont, hélas, soldées par des
dchecs. Les essals furent tentds avec :

- Aedes aegypti (MORLAW et al., 1962).

~ Anopheles gquadrimaculatus (WEIDHAAS et al., 1963).

= Culex pipiens fatigans (KRISHNAMURTHY et al. 1963 ; LAVEN, 1967,
‘ 1969) . . :

- Anopheles gambiae (DAVIDSOW et al., 1970).

Les causes de ces &checs sont multiples ; trom grande h3te des ma-
nipulat€B¥s, connaissance insuffisante de la biologie, et notamment de

ia "biologie sexuelle" du vecteur considéré, insuffisance quantitative

(a9

es males l3chés, mais aussi insuffisances qualitatives de ces miales ;
longévité, couwpétitivité réduites...
L la suite de ces insuccés d'aucuns conclurent trop hitivement,

que le contrdle génétique n'était que peu ocu prou applicable, "this

conclusion is premature" (CRAIG, 1568 et com. pers.).
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Deux points paraissent particulidrement importants :

- la connaissance précise des divers aspects de la biologie du
vecteur en cause,

- 1'ipcorporation, au pool génique naturel, du ou des gé&nes de-
vant avoir le rdle limitaif.

Ces points peuvent &étre,en partie,élucidés géndtiquement, par

"1'utilisation des génes marqueurs. FAY et CRAIG (1969) ont ainsi re-

l3ché des miles présentant un marqueur génétique semi dominant non
stérile :"Silver Mesonotum" (CRAIG et HICKEY, 1967) dans des popula-

-~

tions naturelles d'Aedes aegypti 3 Meridien (Mississipi). Notons au

passage que le Professeur CRAIG parle souvent de cette expérience
réussie qul rpprésente un stimulant pour les travaux ultérieurs. En
effet les oeufs récoltés dans les gTtes naturels et dans les pon-
doirs piéges (FAY et BLIASON, 1966 ont été élevés et ont donné nais-
sance 3 des imagos présentant le caract@re mutant. D'autres génes
marqueurs avaient aussi &té introduits :"yellow larva" et "spot abdo-
men" (eux aussi du groupe de linkage II) mais ces caractéres sont ré-:
cessifs, donc pas visibles chez les individus hé&térozygotes. Il

s'est avéré que le géne marqueur "silver Mesonotum" avait &té large-

ment répandu traduisant l'insémination effective des femelles sauva-

ges par les mdles rel3chés et l'incorporation de ce géne au pool gé-
nique naturel,.

L'utilisation des gé&nes marqueurs permet aussi de connaltre
les phénoménes naturels de dispersion des populations. En 1969, et
toujours a4 MERIDIAN, HAUSERMANN et al.(1971) ont utilisé 6 types de
génes marqueurs pour mesurer la "dispersion des oeufs" , déposé&s par
les femelles "marquées", différentes périodes apré&s la date des 13-
chers., Les résultats obtenus se sont montrés, par certains cdtés,
trés satisfaisants et ont permis de confirmer "1l'amplitude de vol

possible" d'Aedes aegypti.

Nous avons aussi noté l'emploi du géne RE (red-eye) associé
au géne fm ("filarial susceptibility") pour déterminer et suivre gé-
nétiquement la capacité@ vectorielle des diff&rentes souches., Ces

-~

réussites pour Aedes aegypti associées a4 "l'historique succd@s" de

LAVEN (1967a) 3 OEPO sur Culex pipiens fatigans doivent &tre consi-

dérés comme des stimulants et encourager d'autres tentatives aussi

bien sur le terrain qu'en laboratoire.
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. Le concept de contrller les insectes vecteurs en "manipulant"
le pool génid@é;vecteuf a été "regu" avec "interest and enthusiasm"
(CRAIG, 1963, 1971 ; KNIPPLING et al., 1968). ' '

Jusdu'élors les réussites ne furent pas & la hauteur des espé-

rances mais}lé potentiel est tcujours digne d'exploration (CRAIG,

.

1971 et com, pers.). -

Depuis 1970 le Professeur RAI et son équipe pénent toute une
série d'expériences dans les environs dg‘DELHI bour suivre 1'inté-
gration 3 un pool génique naturel (population locale) d'um certain
nombre de génes mutants s&électionnés en laboratoire : "Silver Meso-
notum”" et une translocation liée au sexe T (I : 2) M-affectant les
miles, A X

Dans un premier temps il a &té montré& que les adultes sauvages
et les hybrides de Fl1 : +,S8i, ne présentaient aucune différence si-
gnificative gmant au taux de survie des stades préimaginaux. De
lplus les mdles hétérozygotes sont, expérimentalement, compétitifs
sexuellement. (RAI, 1971).

Sur le terrain il s'est avéré que le géne marqueur "silver"
ainsi que la translocation ont &ét& incorporg: aux pecpulaticns natu-
relles. En outre ces caractéres se sont maintenus dans les popula;
tions plusieurs générations aprés la fin des léchers.

Dans son rapport, comme dans sa conffrence, le Professeur RAI
souligne "This is the first demonstreaticn of its type with any vec-
tor species and augurs well for applicatioh of génetic.methods for .
population control®.

Le Professeur RAI tient 3 mettre en exigence le maintien de 1'in-
tégrité du biotope. ‘

. En effet, si, dans un biotope déterminé, on arrive i éradiquer
tous les représentants d'une certaine espéce, la disparition de.cette
espéce entralne la libé&ration d'une niche &cologique. Cette niche
pourra étre réoccupée par une autre espéce, espéce ¢qu'on ne peut o
prévoir d'une part mais surtout dont on ne peut prévoir les caracté-
ristiques biologiques donc son "importance" aussi bien dans la chai-
ne trophique que dans ces rapports avec les Humains.

La manipulation gé&nétique des populations .permet d'envisager un

moyen plus "astucieux" et moins dangereux de contrdle des vecteus.
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Si- un géne sélectionné, introduit dans une population locale,
vivre sans altération escentielle

-~

a

Yy
i“
qu'une limitation de ses effectifs, ce géne pourra - -s'inclure dans le

At

permet 3 celle-ci de continuer
pool génique de la population considérée. Cette &tape a &té franchie

avec succés aussi bien au laboratoire que sur le terrain nous venons

de le voir,

De plus la mise en &vidence du caract@re génétique condition-

nant la capacité vectorielle d'une souche (MAC DONALD, 1967) consti-

tue une &tape capitale en entomologie médicale.

On peut alors envisager ce type de s&quence
- lachers appropriés d'individus sélectionnés pour le j8nexYré&fract

t'infection,

taité" a-

- intégration de ce caract@re au pool génique de la population sau-
- arrét de la transmission de l'infection par dégénérescence du pa-

mais l'esp&ce considérie

A
[

vage,

rasite 3 l1'intérieur du vecteur.
Le biotope n'est aucunement modifi

n'a plus aucun rdle en temps que vecteur de maladie humaine.

Cette méthode peut étre affinde par le lacher, et l'adaptation,

d'une souche présentant certains caract@res génétiques, tel "Pro-
hoscipedia™(QUINY et CRAIG, 1971), déterminant une modification phé-

notypique telle que les insectes hématophages ne puissent plus pi-
de ce fait, ces insectes ne représentent méme plus une nui-

’

quer
sance pour l'homme. La survie de cette espé&ce pouvant se faire par

le phénomé&ne d'autogénése dont on peut aussi sélectiomner le carac-

tére génétique.
Comme on peut le voir les perspectives du contrSle génétigque

des populatiouns sont immenses et cette technique  s'affine et s'amé-

Aux l3chers de miles stérilisés a succ&dé une technique plus

liore constamment.
efficace consistant & lacher des mdles semi-stériles et, du moins ex-

périmentalement, la population s'éteind ¢'clle-méme en quelques 6 i

8 générations. ]
I1 faut pouvoir produire une quantiti suffisante de tels miles,

et 13 encore la génétique intervient en permettant de sélectionner

des souches présentant une descendance ccomposée & 95 % de males.
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Améliprant ces potentialités on peut imagine=:, ncus 1'avons
souligné, la possibilité d'obtenir des vecteurs gui ne séraient
plus vecteurs, et des insectes hémdtophages qui ne piqueraient~plus.

Avant d'en arriver 3 de tels résultats il faut encore appro-
fondir nos coﬁnaisgances aussi bien sur la génétique que sur la phy-
siologie et la biologie naturelle ﬁes espéces considérées (RAI, com.
pers.). ' ’

Cependant les perspectives et les potentialité&s sont grandes et
le contrdle génétique des populations représente un vaste champA
@'investigation prometteur mais ol "the need for expanded research
on mosquito genetics" (CRAIG et HICKEY, 1967) justifie la phrase
habituelle du Professeur KITZMILLER (1967, et com. pers.) "more la-

bourers in the vineyard". .

"B -~ Cytotaxonomie.

3

De nbmbregx entomclogistes médicaux pgnsentiencore en termes
"Tinnéens", 1'esp@ce &tzant un concept abstrait ou type, auquel tous
les autres devraiént ee conformer, ou encore "once a vector, aluwways"
a vector". Cette pensée est compl&tement é&trangdre i la biologie mo-
derne, ol l'espéce est consid@rée.comme une collection de pools gé-
niques (populations locaics) qui sont capables d'@changer du maté-
riel génique. Ce concept reconnalt une &éncrme variation 3 l'inté-
rieur de chaque espéce. Il réalise que chaque population et chaque
individu est différent (CRAIG, 1971).

La cytomorphologie et la cytogénétique ont donné le jour &
une nouvelle modalité de classification : la cytotaxonomie.

Contrairement & la syst&matique classique cettie classifica-
tion est essentiellement dynémique. Tl n'est pas, queétion d'opposer

ces deux "fagons de penserl mais au contraire de 1le

(7]

inzerpréter en
terme de complémentarité.
La morphologie des chromosomes constitie va dpport important
voire peut prendre la reléve de la ﬁorphologie externa classique.,
En entomologie médicale notamment cer apport fut capital pour

1'étude des complexes d'espéces jumelles :

- Anopheles maculipennis FRIZZI, 1953
RKITZMTLLER et al,, 1967.
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- Aropheles gambiae COLUZZI, 1966
COLUZZI et SABATINI, 1967.

L'étude géhéfique et cytogénétique agussi permis la compréhen-

sion du complexe Cuiex.pipiens'fatigans (LAVEN, 1967b) ainsi:que le

"démembrement" du éomplexe Aﬁépheies gambiae (DAVIDSON, 1964 ;

PATERSON, 19642 Pour Aedes aegypti la mbrpholbgic externe dgs imagos

a, dans un premier temps permis 13aadivision en 4 catégories taxono-
miques )

- Aedes aegypti aegypti

- Aedes aegypti ssp. formosus

- Aedes aegypti ssp. mascarensis .

- Aedés aegypti var. queenslandensis

'MATTINGLY (1957), l'auteur de cette classification, tend cepen-—

1

dant '3 souligner "a considerable degree of genétic plasticity" chez

Aedes aegypti,

Cette plasticité g3nétique fut démontrée et analysée par

CRAIG et gl.‘(1961), ses diverses 2tudes et démarches sonr regrou-

-pées dans le chapitre 3 "Genetics of Aedes acgypti" in-WRIGHT et PAL.

(1967). .
) Pour les Simuliidae et notamment Simulium damnosum les tra=-

vauﬁ de ROTHFELS (1956) & DUNBAR (1971), ont permis non seulement la

caractérisation de 9 "sibling species" mais aussi une meilleure com-
préhension de 1'épidémiolcgie de l'onchocercose. ’

L'examen des chromosomes polyt&nes des Anohelini a montré que
des esp@ces "closely -related" (KREUTZER et KITZMILLER, 1971) ainsi
aue des espéces "jumelles" pouvaient &tre "reconnues'" et s@parées par
le mode d'agencement des:bandes (donc des génes) dans ces chrompso-‘
mes (KITZMILLER et al., 1967).

Mais il faut utiliser ce critére de différerciation avec
grande prudence (KITZMILLER com, pers.). ]

Un "banding pattern" semblable et la présence d'inversions
identiques est un argument certain pour affirmer un lien €troit en-
tre deux "souches" présentant ces caractdres. Cependant l'identitd
du "banding pattefﬁ" ne signifie pas obligatoirement des affinités
génétiques. Ceci doit &tre confirmé par 1l'étude du dégré d'interfécon-
dit

€ et le degré de synapsie des chromosomes de 1la F1,
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D'autre part; il faut remarquer, et nous l'avons noté 3 plu-
sieurs reprises, l'important polymorphisme chromosomique d'un pool
génique adaptatif (KITZMILLER, 1967).

A cet &gard il faut prendre en considération une aberration
éhromoSomique trés utilisée en cytotaxonomie en l'occurrence le phé-
noméne d'inversion.

Deux situation§ peuvent se présenter :

- 1'inversion est fixe
- 1l'inversion est flottante.

Si une inversion se retrouve d'une fagcon systématique entre 2’
"pecpulations™ cellesrci doivent &tre considérées comme des espéEés
(ou sous-espéces) différentes (DUNBAR com. pers.); - .

Les inversions flottantes traduisént 1a plagtihité.géﬂétiqﬁe du
pool géhique considéré. ‘ .

Ces inversions flottantes peuvent aussi se retrouver entre plu—
sieurs populations, elles traduisent alors le passage ou l'échange
de matériel génique ("gene flow") possible entre ces populations, Il
faut noter,et c'est 13 un point encourageantsque certaines corréla-
tions peuvent &tre faites entre certains types d'inversions et cer-
taines conditions &cologiques (KITZMILLER, loc. cit.).

La possession et le mode d'action de certains gé&nes, par exem-
plé le géne conditionnant-la possibilité de transmettre une affec-
tion pa;asitaire, peut aussi €tre considéré comme un critére de po-
pulation aussi bien que comme un crit®re d'espi&ces. Les &tudes, tant
biologiques que génétiques ont g'ailleurs mis en évidence ces diffé-
rences intraspécifiques. ‘

I1 faut bien retenir que dans les populations naturelles "he—

.terozygosity is the rule and polymorphism are everywhere" (CRAIG,

1971).

On en arrive donc au grand probléme, celui de la définition de
1'espéce et des mécanismes de spéciation. Loin de nous toute idée
d'intervenir, actuellement, dans les nombreuses contreverses, dis-
cussions, hypothéses, théories. .. qui se.sont E&levées sur ce sujet.
Nous donnons (planche 13) le schéma proposé par KITZMILLER pour ex-
pliquer les mécanismes de spéciation. Nous avouons partager cette

conception moderne et dynamique de ld notion d'espéce. Bien que non
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encore admise en systémat{que classique, la cytotaxonomie a d'ores
et déjad permis la compréhension de nombreux phénGménes épidémiologi-
ques [dont le fameux "anoph&lisme sans paludisue”) et par 13 méme
elle montre toute son importance et son int&r&t pratique.

Nous ‘avouons par coatre &tre plus sceptique quant 3 soh vtili-

sation pour la constitution des rameaux phyllétiques et des "rela=-

. tions de descendance’”, dans ce domaine les hypoth@ses sont parfois

fhardies" et les "rameaux" déja établis sont constamment soumis 3
modifications (DUNBAR, 1971). _

‘ L'dtude des chromosomes ;efﬁe: de_reconnaitre les différentes”
populations d'une méme espéce, les espéces Stroitement: apparentées ‘
et les espéces jumelles. ‘ ' . '

Elle permet d'envisager les relaticns intra et extra spécifi-
ques. Elle compléte 1l'étude classique de la mofpholégie externe mals
elle doit @tre complétée par 1'étude génétiﬁue et notamment les

possibilités et ré@sultats des croisements.

Initiélement nous devions nous rendre 3 New-London (ONTARIO)
auprés du Professeur DUNBAR pour compléter la mission du Dr OVAZZA.
En fait le Pr¢. DUNBAR s'était rendu i 1'Université de Toroan,ré- .
pondant & 1‘invitation du Pr. ., ROTHFELS qui organisait; du 22 avril
au 29 avril 1972 un meeting consacré& aux Simulies, chromosomes ef
Acides Nuc}éiqués. Sur l1l'invitatien du Pfufa ROTHFELS nous nous
sommes rendu & Toronto ol nous avons pu nous initier aux techniques
de préparation et montage des chromosomes polyténes de Simulies.

Dans le méme temps nous avons eu divers entfetiens avec les Profes-—
seurs DOWNES, NEWMRNN et PETERSON. Nous avons assisté aux exposég du
Pri ", HU sur les chromosomes humains, du Pre WOOD "1s Gymnopais a
primitive -Black-fly ?", du Pr.. DOWNES sur la biold%ie des Simulies

artigques (Gymnopais holopticus, G. dichopticus, Prosimulium mixum, ..)

et les phénoménes d'autogénése.
Le 26 avril le Pro . NEWMAN a donné uie lecture particuligre-

ment intéressante faisant &tat.de -ses premiers résultats (non publiés)
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sur l'analyse cytomorphologique des différentes populations du com-

pieXet?fééimulium onychodaétylﬁm,peupiahf la Columbia river Georges,

NEWMAN, suf la base de la fréquence dé ceetaines inversions, corsi-
ddre ce éomplexe Comme constitué de 10 espéces, chacune présentant
en outfe une phénolagie particiiliére. Ces travaux devant -faire
1'objet diune prochaine publication nous fe pouvons expdser le détail
des études mais il &tait intéressant de notér ce type de recherches
gui permet la compréhension du probléme posé& patr les espEces ju-
melles sympatriques.

Nous ne nous attardefons pas sur le détail de chaque exposé
puisgqu'un compte rendu complet doit en &tre fait, sous la direction
du Pr; ROTHFELS, par 1'Université& de Toronto. \

‘ Pour notre part nous avons appris les techniques principales
d'obtention des chromcsomes ainsi que les données dé base utilisées

en cytotaxonomie des Simuliidae.

ITI-1 - Techniques
III-I-1~- Dissection des larves de Simulies.

Le but de cetté dissection est d'ouvrir la larve pour extirper
les glandes salivaires.
Comme toute dissection les modalités opératoires sont multiples
et fonction du'manipulateur.‘
Pour notre part nous avons noté les 3. techniques couramment em-
plo&ées :
a) Technique "Push and Pull"” de NEWMAN (fig. l4a)
+ la larve &tant placée horizontalement,. le ¢c8té gauche sur la
lame ‘
+ avec l'index de la main gauche presser l'extrémité abdomi-
nale
i dans le m@me temps saisir la t@te.avec des pinces et tirer
,longuement
+ sortent alors, reliés 3 la téte, les glandes gaJivaires,ét
le tractus digestif .
+ plonger immédiatement 1l'ensemble (t3te + glandes salivaires#

Tractus digestif) dans le fixateur.
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b) Technique de DUNBAR (fig. 14b).
+ la larve est ﬁositionnée verticalement, c8té gauche sur la lame
+ rapprocher 1'extrémité abdominale dé la t8te puir "plier" la
larve au maximum ‘
+ avec une pince tenue de la main gauche faite une large entaille
suf la face dorsale des‘Segments abdominaux
+ presser l'abdomen
+ les glandes salivaires et le tube digestif sortent alors en
formant une large "boucle" |
+ plonger immédiatement 1l'ensemble (larve ouverte + glandes sali-

vaires et tractus digestif A demi extrait) dans le fixateur.

¢) Technique "ouvrir et tirer" (fig. léc)

+ la larve est posftionnée verticalement, la face gauche sur la
lame )

+ la larve est &tendue au maximum contrairement i la technique
précédente

+ avec deux diguilles montées déchirer les segments abdominaux

+ séparer largement chaque "moiti&" de la larve en "tirant" 1'ex-
‘trémité abdominale vers le bas entre les deux l&vres de l'en-
taille ainsi agrandie on noté le tube digestif et les glaundes
salivaires

+ plonger toute la larve immédiatement dans le fixateur

III-1-2- Préparations des glandes salivaires.
a) "Feulgen technique".

Nous exposons ici la technique ‘couramment employée par le Pr,

ROTHFELS et son &quipe poui leur &tude des chromosomes ‘de. Prosimulium

fuscum.

It -~ Fixation

Nous 1l'avons not& précé&demment, d&s que la layrve est."ouverte"
et que les glandes salivaires sont'en“partie "sorties" il faut immé-
diatement flonger l'enmsemble dans le fixateur, cn 1'occurrepceg}é Car~-
noy (alcool absolu 3 parts.plus acide 2ciftique une part). Le temps de

fixation est de 10 minutes.
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N 2mt =~ Rincer abondamment 4 1l'eau distillée pendant 10 minutes en se

placant devant une lampe, ce ringage ﬁérmettra‘une meillenre coloration
3mt ~ Hydrolyse.

Plonger lesilarves dans l'acide chlerhydrique (Normal) et
placer le tout dans une &tuve i 60°C pendant 7 2 10 minutes.
Cet acide chlorhydrigque normal est prépar@ ainsi :
uCL 82, »3 cc (grav. spec, = 1,18)
Fau distillée = ¢g.s.p. 1 litre

4mt ~ Coloration.

Pour colorer les <hromcsomes des glandes salivaires des Simu~
lies le Pr. ROTHFELS utilise la "technique de FRULGEN", en préparant la
fuschine leuco-basique selon la "mé&thode longue"

+ dissoudre 2 gr de fuschine bua‘QUE, an les
cc d'eau distillée bouillante
+ bien cecouer et refroidir 3 50°C.

+ filtrer et additionner 40 cc d'LECL (M) (& 12 %) au filtrant

- + ajouter 2 gr de MEtabisulfite de Potassiun (E? 82 3 5)
+ bien secouer et laisser reposer dans une bouteille de verre

13 heures avant de l'utiliser. A comsarver

o

sombre pendant 12
dans un endroit sonrbre et frais
+ 4 400 cc de la sclution ainsi préparZe ajouter une solution

aa [8) 'n N
gr de Kz S2 B+ 20 cc d'RCL (N)

Rl

constitu&e par

+ laisser la solution reposer (devenir limpide) pendant 24 heures
et filtrer rapidement (aprés avoir "secoué&" l1l'ensemble pendant
une minrute avec du charbon animal si la solution n'est pas
limpide)

+ conserver 3 l'obscurité en flacon de verre combre et biem bou~
ché.

Your plus de précaution (colorations ratées que l'om veut. reprendre)
sréparer une sclution d'eau sulfurde :
. - pau distillée 200 cc
) ' - X, £, 0 1 gr
~ HCL (M) 10 ce
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Coriserver cette solution dans un flacon bien bouché pour &viter
= que le SO2 ne s'échappe.

A titre indicatif la fuschine leuco-basique peut aussi &tre
préparée selon la "méthode courte" : '
- L gr de fuschine basique dans 200 cc d'eau distillée‘ét
chauffer & 80°C . '

refroidir 3 60°C et ajouter 2 gr de K, 8, O, :

50°C et ajouter 10 cc d'HCL (N)

©r

- refroidir
Consarver dans un flacon sombre bien bouché& pendant 24 heures
jusqu'd ce que la solution soit parfaitement limpide. S
- filtrer (au besoin apr&s avoir ajouté du. charbon animal
pour Oter toute couleur résiduelle due aux impuretés)et
bien secouer l'ensemble;conserver 3 l'obscurité dans un
flacon sombre bien bouché.
‘La coloration des chromosomes se fera en plongeant les larves
dans la fuschine leuco-basique préparée selon la 1lé&re mé&thode. -
Le temps de coloration est de 45 minutes & 1lhl/2, l'ensemble

© est 3 conserver A l'obscurité. ) ) .

5L - Javer les "larves" 3 fois 3 minutes dans lleau sulfureuse
puis les conserver au réfrigérateur pendant 15 minutes dans

. 1'eau distillée.

bmt~— finir la dissecticn en séparant et isolant les glandes sali-

vaires. Cette dis.ection se fait dans une goutte d'acide
acétique 3 50 7Z. ' @
Les glandes scont facilement repérables car les noyaux &
chromosomes géanté sont colorés en rouge.'

N

Oter aussi et conserver, les gonades. Celles-ci sont colo-
A

‘rées "en rouge de facon uniforme.

Noter sur la lame le sexe de la-larve.

7i&t.-bien nettoyer la préparation en Stant tous les tissus adi-
peux et couvrir d'une lamelle mon siliconéec.
. . - (]
8mt.-Ecraser lentement les glandes ainsi "nettoyées" et toujours
- plongé8es dans umne, gowtte d'acide acétique a 50 7
Aprés chaque &crasement observer au microscope l'état de dé-

roulement des chromoscmes.

>
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9Lt .~ Déposer tout autour de la lamelle une goutte de Carmin qui,
en séchant permettra de bien lire l'emplacement de la la-

melle (pour les montages permanents). . ™

lOmt;:~ Bien &tiqueter la préparation en notant :
- 1'espéce
- la date de fixation -
- le sexe

aration,

[ON
w3

- le numéro de la pr
Les lames sont ainsi préparées da fagon provisoire, nous ver-—
1

ames de facon permanente.

b) Lactd-acétic orcé&ine tefhnique.

Cette Eechnique est utilisée par le Pr.-- WNEWMAN dans son -8tude

les chromosomes de Prosimulium onychodactylun.

11 faut noter, que le Pr, . NEWMAN utilise non pas des lamelles’
des lames siliconées.
~ PréParer une solution d'orcéine acétoladtique :
2 gr d'orcéine + acide acé&tique glacial et acide lactigue &'
parts égales ) ‘
diluer une part de cette solution + 3. parts d'acide acétique
glacial & 45 7%
Les glandes extraites de la larve (cf. chapitre précédent) sont
es dans le Carnoy.
Finir la dissection des glandes en les sé&parant du tube digestif -
e 1la t%3te puis pratiquer
1'h§drolyse en laissant ces glandes 5 minutes-dans 1'acide chlo-
rique Normal, ceci est fait & la température-de la. piéce
‘Laver 10 minutes dans du Carnoy
Colorer 5 minutes & 1l'orcéine acé&to~lactique
Pecouvrir d'une lamelle ‘
‘Ecraser, 1es*glandes sont toujours dans le colorant
Observer aum microscope entre chaque &crasement
s lames sont ainsi préparées de fagon geﬁpdraite;ét“peuyent'étre

Py - v . .Ou e 2
conservées au réfrigérareur {5 C ). ~usliues wols..
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III-I-3~ Préparations permanentes.

Les deux techniques citées précédemment permettent d'obtenir de
Lonnes préperations mais 3 dur@e de conservation limitée. Il est né-
cessaire de conserver les "bounes lames" de fagon permanente 3 titre de

référence.

a) Technique de WEWHARN

- Placder la préparation sur un bloc de carboglace et laisser ainsi
guelgues 30 minutes & 1 heure, .
- Loréque la lamelle est blanchie 1'Gter d‘un'coup sec ¢ pour cela
introdiire uné lame de rasuvir entre la lame et la lamelle, main=
tenir la lamglie avec le pouce et d'un mouvemént sec du poignet,

Oter rapidement la lamelle.

- Plonger la lame dans un bain d'alcocl &tayvligue & 95 % pour
nettoyer et déshydrater la préparation,
-~ ¥onter dans 1'Euparal.

) Techniques de RQTHFELS.

.

)

Ces techniques ont @té& dicrites en détail par leurs auteurs et par
OVAZZL 2ussi nous n'y reviendrons gue briévement. Deux méthodes zont

N Pl N .
couramment enmployées :

+ sans carboglace

~ Placer les préparations, lanelles en dessous, dans une boTte de
t

Pétri remplie d'alcocl &taylique & 95 Z
~ Attendre une nuit 3 en priuncipe la lamelle c¢st tombée d'elle-méume
sinon 1'8ter, lentement, avec une lame de rasoir,

= Eliminer 1l'exc@dent d'alcool er plagant quelgues. instants la lame
sur un papler filtre.

~ Avant que tout 1l'alceol soit s&ché& dépuser une goutte d'Ruparal
et recouvrir 1la préjarétion d'une lamelle normale.

+ Avec -carboglace ’
8i 1l'cn dispose de cubes de carboglace placer leg préparatious

raires, lamelles en dessous, sur un cube et attendre envircu: une

(o]

temp

Py

Teu

]
©

* ~

2s0lr dter rapidement l2 lamelle et ulon~

e

4 1'aide d'une lame de r
~er le suite la préparation dans ume DboTIte de P&tri remplie d'alcool

o7

Brhyligque 3 95 7.
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Attendre 2 minutes, &liminer l'exc@dent d'alcool et montcr &
1'Fuparal.
La déshydratation & 1'alcool du matériel refroidi minimise le ©é&-

trécissement des tissus et pérmet d'excellentes préparations permanentes

¢) = Technique de DUNBAR.

Le Pr. DUNBAR procéde de fagon identique au Pr, ROTHFELS sauf sur le
dernier point : milieu de montage, 1'Euparal est remplacé par une ré&sine
Epoxy., '

' La résine de base est "Epon 812" (Shell chemical Co) 3 laquelle
s'additicnnent 2 liquides anhydriques :
- le "DSA" (dodecenyl succinic anhydre)
- le "NMA" (nadic methyl anhydride)

Un."accélérateur", amin~ terciaire aromatique,:est utilisé : 1le
"DMP 30" (2,4,6 -~ tri (dimethylaminomethyl) phénol).

Ces produits'sont utilisds en combinaisons diverses en fonction de
la "duretd" de la résine que 1'on veut obtenir.

Pour. sa part le Pr. DUNBAR utilise la conbinaison suivante :

- Milieu 1 = 41,3 cc d'Epon 812 + 66,7 cc de DDSA
39,5 cc d'Epon 812 + 32,5 cc de HMA

Additionner 6 cc de la solution 1 3 4 cc de la solution 2 et ajouter.

i

-~ Milieu 2

7 gouttes de DHMP 20, Ce volunme sera suffissnt pour la préparation d'en-
vircun 200 lames.

Renuer pour bien mélanger les 3 produits et attendre cuelques ins-
tants afin que toutes les bulles disparaissent.

Remplir une seringue en plastique du milieu ainsi constitué et
tailler légérement le bout de la seringue.

81 tout le produit n'est pas utilis@ en une seule fois, placer 1la
ceringue au réfrigérateur ce qui évitera le durcissement de la résine
A'ol LTimpossibilité@ de la réemployer.

La résine peut &tre ainsi conservée plusieurs mois au congédlateur.

Ce milieu de montage permet une conservation gquasi infinie des pré-

arations sans risaue de détérioration (DUNREAR, com. pers.).
* Y 9



e = —— Y —————— -

R

- e —— T

P

..7‘2—
I1 faut noter cependant que 1l'Epon 812 et le DMP 30 sont toxi-
ques et peuvent causer de sévdres dermatoses. Il faut donc L:ien se
laver & l'eau et au savon si l'on s'est malencontredsementvrenversé
de tels ﬁrbduité sur la peau,
A la température ambiante le durcissement de la résine montée
entre lame et lamelle se fera en une 34 deux semalné§ emviron.
Ce durcissement peut &tre accéléré : il est é%fectué en 1 heure
2 50°C et 1/2 heure 3 100°C. T
Attention aux excés d'Eporn, les lames doivent &tre s@parées les unes
des autres et qu'aucune goutte d'Epon n'adh&re au substrat lors du
séchage, quelques minigouttes en excé&s entraineraient 1la perte irré-
"cupérable des lames "cimentées" entre elles ou au substrat!!.)

o e e

III-2- Observations.

N'étant pas un spécialiste de cytotaxonomie des Simulies d'une
part et le Dr OVAZZA ayant déj3i fait un rapport tré&s complet sur ce
probléme d'autre part, nous citerons ici nos expé&riences personnelles

et un résumé des conversations que nous avons eu avec les.Frafesseurs
ROTHFELS, DUNBAR et NEWMAN.

ITI-2~1 - Observdtions personnelles : Prosimulium fuscum.

Le Pre ROTHFELS a mis & notre disposition.une série de lames
de ré&férence, des photographies et la cartographie des chromosomes

$8ants de Prosimulium fuscum. Cette esp@ce présente 3.chromosomes:"

(2n=6) facilement reconnaissables (fig. 15).

Sur les conseils du Pr. ROTHFELS nous avons: observé le chro-
mosome III considéré comme le chromosome eexuel et noté deux inver-
sions qui permettent de reconnaltre le chromosome X du chromosome Y
(fig. 16a).

Nous avons cartographié& l'inversion 75-80 (fig. 165).

Pour nous démént;er le polymorphisme autosoinal le Professeur

ROTHFELS nous a aussi fait remarquer une inversion.importante présen-

tée par le chromosome I (fig. 17a) et les 3 possibilités. présentédes

par les chromosomes quant 3 cette inversion : homozygecte standard
homozygote inversé

hétérozygote s/i.
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Cétte inversion est importante pour suivre les différentes po-
pulations (ROTHFELS, com: pers.) et mous avons pu la cartographier
(£ig. 17b). ‘ '

Sur le chromosome iI, toujoﬁrs sur les recommandations du PryZ.
ROTHFELS nous avons observé l'inversion, entre les zonés 49 et 53,
qui intéresse l'anneau de Balbiani (fip: 18a et h).

Deux bandes fortes au d&but de la zone 49 constituent .un boﬁ
"marqueur" permettant de retrouver rapidement 14 configuration stan-
dard ou inversé. Toujours sur le chromosome II mais intéressant le
bras long nous avons pu voir une figure particulidre traduisant
1'appariement de 2 chromosomes, l'un présentant une .¢configuration
standard et 1'autre un segment inversé (fig.l8e€) et la boucle d'in-
version se traduit ici par cette figure remarquable.

La présence 3 nos c¢d8tés du Pr. ROTHFELS ainsi. que les cartes
mises & notre disposition nous ont permis de nous initier & la cyto=
morphglogle des Simulicer .. | I1 s'avére que les chrumosomes des Simu-
lies sont aussi pratiques sinon plus que ceux des aacph&les. et passer

des chromosomes d'Aedes aegypti 3 ceux de P. fuscum.représent un

grand plaisir aussi bien pour 1'oeil que pour la comprihension des

phénoménes cytogénétiques.

ITI-2-2- Cytotaxonomie des Simuliidae.

La taille exceptionnelle et 1'agencement des bandes,parfaite-
ment visible, des chromosornizz des §i§££i£é§£ a autorisé@ un.grand nom—
bre de travaux et le déveleppement des sStudes cytdtaxonomiques.

_ De MONTALENTI (1947) KUNZE (1953), ROTHFELS (1956). 3 BASRUR
(1962), ROTHFELS et FREEMAN (1966), ROTHFELS (1970), DUNBAR .(1966a;b,
= 3 1969), DUNBAR et VAJIME (1971), plusieurs dizaines d""espices" de
Simulies ont pu &tre "cartographiées" et "anélyséés" cytomorphologi-
quement. Les espéces néartiques ont &té€ les plus &tudiées .cependant
le Pr.,. DUNBAR s'est tout particuli@rement intéressé&-au grand pro-

bléme du complexe Simulium damnosum et a bien voulu nous en parler.

i a. - Le complexe Simulium damnosum.

Certes bien loin de nous 1l'idée de vouloir faire un historizuec
de ce probléme, DUNBAR (1969)et OVAZZA (1971) 1l'ont d&ji présenté& trds

clairement.
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Mais, .lors de notre passage & Toronto, un assistant du Prg "~

!f

"DUNBAR, Mr.VAJIME revenait d'une mission d'étude en divers pays
d'Afrique et les deux auteéurs nous ont montré leuts derniers résuljx
tats (DUNBAR et VAJIME; 1971). )

I1 s'avére que le probléme n'est guére simpley OVAZZA (1971)
note : "DUWNBAR ne peut donc &tre- certain des relations de ces membres
du complexe entre eux. Pendant notre sé&jouf iiia méie en réalité mo-
difié le schéma phylogénétique qu‘il donfnie daf§ son dernier article
(1969)". ‘ '

Un méme phénoméne s'est produit perddnt notre séjour et le Pr, ..
DUNBAR nous a montré ces 3 derniers esSais pliylogénédtiques.

Nous les retranscrivons pour les intéreéssés -mais (fig. 19 et 20)
méme le tout dernier diagrfamme (non encore publié) est sujet & maints:
changements (DUﬁBAR, com. pers.). Cette "spéciation" est‘basék sur .°
l'analyse statistique des inversions flottantes ‘et 1'@tude des 'inver=
sions fixes.

Le complexe §. (Edwa:giaellum) damnosum est.actuellement consi—_

d&r& comme constitué de deux "sous-groupes"”.
N - sous-groupe Nile : 9.(ou +) "espdces jumelles"
- soug-groupe Sanje ¢ 7 "espé&ces jumelieé".

Epidémiologiquement 6 "formes" sont cdncernées.par'la,t:aqs-
mission de 1'onchocercose : une duu"$ousEgroupe Sanje" et cing du
"sous~-groupe Nile'".

Le sous-groupe Nile différe du soué-groupe;Sanjexparfles inver-
sions I8-1 et IL-3 mais il existe aussi cerﬁéinsxcaraqtéres‘morpholo—
giques (DUWBAR, com. pers.).

Pour les spécialistes du probléme S. gggndsum,ngus,gitDHSxici
les tous récents résultats, que DUNBAR et VAJIME=Qnt'bien'vpp}u nous
communiqugr.

- Chromogome I : dans le sous-groupe Sanje -la“"population" "Ki-
bwezi'" présente des inversions "intraspécifi-
.ques'" entre les sections  4'et 12, "an.undeter-
mined complex of perhaps 3 inversions":DUNBAR
- ‘ (com. pers.).
- Chromosome II : Il existe plusieurs inversions ‘interspécifiques:
dans le sous-groupe Sanje
- inversion IIL-5 (changements au-niveau du Pdra

Baltiani).
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fixe chez "Nkusi' et "Kibwezi, flottante chez

“Nyamagasani".

Inversion IIL-1 chez "Sebwe" ..
‘Inversion IIL-34 chez "Kibwezi"
Chromosome IIT; le sous-groupe Sanje présente plusieurs inversions
portées par ce chromosome
Inversion IIIL-20 chez "Sanje"
Inversion IIIL-21 chez "Kisawani"
Inversion IIIL-1 chez "Sebwe™ et "Kibwezi®
Inversion IIIL-19 chez "Kibwezi"

Outre ces données VAJIME nous a communiqué ses toutes dernié-~
res observations, nous les citerons en espérant que-ces résﬁltgts
serviront d'aide aux entomologistes concernés par le probléme 8.
damnosum. Nous précisdns bien que ces renseignements sont entié&rement
le fait de leuf auteur et que nous nous contentons de les retrans- B
crire avec son autorisation.

Principales caractéristiques de chaque "forme" du "sous-
o groupe Nile : .

»-

- Dieguera : .
1S-1 ; IL-3-16 ; IIL-8 3 III L-2 ‘
Mali, savane. Inversion importante sur IL :IL-3~16. "
Sympatrique avec la forme Sirba sa plus proche pa-
rente phylogénétiquement.

- Sirba :
1 "sous -population" en Haute-Volta, Ghana, savane
guindenne '
II L-8 prédominant, configurafion‘standard rare
ITII L-2-6 prédominant, III L-2 pas commun
1"sous population" au~Soudan, savane
IT L-8 exclusivement
III L-2-6 exclusivement.

- Nile "sous population" :
- En for@t humide et en savane guinéenne méridionale.

Z .

‘"Standard" chez II L. prédominant (S/II L8)
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ITIL=2 prédominai.c (iIIL-2/ITIL=2-6)

- . Qs " S SR B : ] ‘
Nile-Sirba Tpopulation™ : wyije" podele dé base : IS+l ; IL-1+3 j

IIL ? 5 IIIL2.
"Sirba" mod&le dé base i I5-1 3 IL-1+3 ;
IIL ? ; IIIL-2-6. "

I1 existe des changements dans les pfoportions de "standard"

et IIL-8 ainsi que IIIL~2 et IIIL-2-6, de la forét aux zones
désetrtiques.,

"§ile form may start up, it is the true S. (E.) damnosum"

VAJIME (com. pers.).

- Soubre '"sous population" :
- en savane
~ IIL-6-7/1IL-6-7 prédominant
- ITIL~2 ‘absent.

~ Bandama "soﬁs population" :
- en forét humide, COte d'Ivoire, Liberia
- IIL-6/IIL-6 prédominant
- IIIL~2 présent.

~ Bandama*Soubre‘"population" :
"Bandama" : modé&le de base : IS-1-; IL-3 ; IIL-6 :
IIIL-2/IIIL-4+2-1% '
~"Soubré" : Is-1 ; IL-3 ; IIL-6-7 ;3 TI1IIL-4+2-17.
I1 existe d'importantes fluctuations dans les proportions
des iversions IIL-6 et IIL-6~7 des régions humides aux rér-:
gions sé&ches. ‘
Présence ou absence de IIIL-2. en alternative avec IIIL-2-
17+4.
- "yan" '+ I8S-1 ; IL-3 ; IIL-18
Cote d'Ivoire (for&t), Libé&ria (forét)
Variatidns mineures dans le .spectre des
inversions flottantes.

- "Bille'™ IS-1 ; IL-3.

Cameroun (foré€t-et savane) Haute~Volta
(savane)
Variations mineures dans le spectre des

inversions flottantes.
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Toutes ces informations communiquées par l'auteur 3 titre ami-
cal,. seront prochainement publiées par VAJIME avec amples détails.
D'autre part, nous citons umn croquis que nous & fait le Prae. DUNBAR
quant 3 la transmission de l'onchocercose par certaines "formes" et

la répartition spatiale de ces formes (fig. 21). .

II~-b2 - Les espéces jumelles dans la famille des Simuliidae.

Ici aussi nous nfirons pas faire un panorama complet des &tu-
des cytomorphclogiques des complexes d'espéces jumelles., Il faut ce-
pendant retenir que la notion d'esp@ce est basée sur 1'étude des in-
versions :

- une inversion fixe est considérée comme un critdre interspd-
cifique . ’

- une inversion flottante est considérée comme intraspécifique.

Le Pr, ROTHFELS. nous a parlé du pfobléme des "sibling-species"

et nctammenc des espéces jumelles, Prosimulium fuscum et ?. mixtum.

Un examen nminutieux de l'agencement des bandes dans les chromo-
somes salivaires, a2 permis, dans de nombreux cas, de séparer des es-—
peces jumelles "biologiquement sépardes", "4 1'intérieur” d'espéces:,
considérées préalablemernt comme uniques (ROTHFELS, com. pers.).gﬁ

La preuve du statut spécifique de ces "espéces bivlogiques™ est
fournie par 1'&tude cytologique en l'occurrence l'absence, ou la pré-
sence, d'hybrides.

Prosimulium fuscum et F. mixtum sont 2 esp&ces jumelles diffé—

rant par une inversion suvr l2 chromosome I1 ot surtout par 1'agence-

ment des bandes sur le chroemosome YIT cuw chromosoma sexuel (fig. 22).
Trois autres esp&ces jumelles. sont actuellement considérées

i

comme appartenant au méme "groupe".

~ P. rhizephorum

saitus

{ro | |

. mysticum
Ces espéces présentent essentiellement le m8me agencement des

bandes sur les chromosomes exception faite de la région du centromére
.

du chromosome IIYI qui porte les génes "

sexuels".

- P. mixtum - Le chromosome X présente la configuration standard ,
' wals le chromosome Y différe de ce modéle standard par ume inver-

sion péricentrique, moins jmportante que celle intéressant le chromo-

some Y de P. fuscum.
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. 1 . B - - b4 . .
- P. rhizophotum : Y et géné€ralement X, ont Yka configuration stan-

dard.X présente $ouvent une inversion p@ricentriqie faisant "passer"

2"

le centromére au niveau du bras court.
- P. saltus:Y est facilement identifiablé par une petite inversion
intéressant la base du chromosome III L.

Dans le groupe4?rosimulium lTes chromosomes X et Y se différen-

cient par des inversions intéressant les bras long et court du chre-
mosome séxuel. Dans une "série" d;eépéces parentes, le modéle général
est di. & des "modifications" des segments sexuels au voisinage du cen-
tromdre. Ceci suggére que méme chez les midles Xo Yo (configuration.
standard) le locus sexuel est pr&s du centrom@re du chromosome III.
De plus, vu que les quatre espéces de cet ensemble ne montrent pas de.
différences importantes dans 1'agencement des bandes des. autres chro-
mosomes il apparailt que la spé&ciation est conditionnée par l'appari-
tion de nouvelles paires X'Y co adaptées.

Cette étude des inversions et notamment du chromosome sexuel

repcse le probléme de la détermination du sexe chez les Simuliidae,

.{-e¢ = Le probléme du chromosome sexuel chez les Simuliidae.

Chez de nombreuses esp&ces de Chironomidze . et de Simuliidae la

détermination du sexe est génétique mais les chromosomes X et Y sont
indifférenciables méme dans l'agencement des bandes des chrcmosomes
polyténes des glandes salivaires. Le "segment" déterminant le sexe est
probablement un gé&ne ou une bande unique. Chez un grand nombre de
telles espéces un segment différentiel agrandi sur le chromosome X et
(ou) Y a 8té formé& 3 la suite de changements structuraux, généralement
des inversions.

C'est le cas de Glyptotendipes oi les m8les sont pratiquement
tous hétérozygotes s/i pour une inversivu 4¥n chromuvsesme Y .tandis que
les femelles sont toujours homozygotes pour la s&quence standard. Il
a cependant &té trouvé, exceptionnellement, un male doﬁ;Jle chromosome
Y présentait la séquence standard.

Chez .les Simuliidae, dans chaque genre on ccnnalt-des espiccs

dont certdins m@les au moins présentent des chromosomes X. et Y ne

pouvant &tre identifi&s par 1'étude 4u "banding-pattern".
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Dans d'autres espdces, cette condition primitive a disparu et
les chromosomes X et Y différent par des changerents plué ou moins
complexes qui ménent & une différenciation de certains segments sur
ces chromosomes.

Chez de nombreuses espdces il existe un important polymorphisme
intéressant ce chromosome sexuel, il y a coexistence, parfois sympa-

. . S . .
trigque, parfois plus ou moins allopatrique, des chromosomes X et (ou)

Y présentant des deprés varifs de complexité.

Chez P. fuscum 1'évolution du chromosome sexuel débute avec la
condition ancestrale : X et Y indiffdrenciables cytolcgiquement, A la
suite de plusieurs inversions successives il apparait des segments

rentiels sur les chromosomes X et Y.

L
Ho
rh
Hh
{n

Cependant, au cours des &étapes intermédiaires, il faut noter 1la

4 crossing-over (fig. 23).

Chez P. fusé¢um (fig. 24) les séquences Zo et Yo om u
disparu, leurs structures sont déduites de 1la phylogénie générale des
chromosomes.

Le % le plus fréquent (X1l) est obtenu aprés ume importante inver-
sion portant sur la portiom centrale du bras III 3.

Le Y le plus fr&quent (Yl) est cbtenu aprés une petite inversion’

p8ricentrique.

(513

Ainsi deux segnents différencids sont cx8&s qui, cependant, sont
séparés par des portions pouvant s'apparier et ol le crossingwover

reut se produire.

ffue ce crossing~vver ait bien u est indigué par la découverte,

g.,.‘
b

1i
dans la nature, de rares larves du type R Xl et mEme, rarement mais

1
A

4

rve
4'une fagon concluante, de type Al Vg

Daus chacun de ces types de crossing-over, la détermination’ du

sexe de la larve est due aux "segments différenciés'" et non & la "s&-
uence distale". Etant donné que ces larves furent rarement trouvdes
on peut en dé&duire gue les porteurs de tels chromosomes sexuels affec~-
tés par ce crossing-over sont d&savantagés dans le jeu de la sé&lection

naturelle. "

Dans 1'Ztape finale de 1'8volution du chromosome 7 3 la suite

\

d'une sé&rie d'inversions, le segment affecté par le crossing-over a

disparu (Yz) produisant la combinaison Kle avelc un segment diffé-~
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rentiel unique comprenant pratiquement tout le bras ILi% § (ROTHFELS,
1956 et com. pers.).
Cette &tude de 1'&volution et de la différemciation du chromo=-
some sexuel renouvélle la compréhension des phénoménes de polyploi-

die et parthénogénése chez les Simuliidae.

© .d - Polyploidie et Parthénogénése.

La majorité& des espices de Simulies conhués sont diploides,
2n=6. Cependant il a été remarqué certaines variations dans le karyo=
type des Simulies. Le complexe Simulium {Ensimulium) aureum présente
un nombre haploide de chromosome n=2 (DUNBAR, 1958, 1959, 1965).

DUNBAR (1966c) a montré l'existence de chromosomes accessoires

ou "B" chromosomes chez EUsimulium costatum (fig. 25).

D'autre part des 5 genres communs en régicns tempérées Nord

(Gymnopais, Twinnia, Prosimulium, Cnephia, Simulium), quatre présen<t’

tent des espéces triploides parthénogénétiques :

. holopticus et G. dichopticus

-]

ursinum

nutata

o (o

. ornatum
Nous citerons ici deux exemples particuliérement intéressants

mis en démonstration pendant le colloque de Toronto. R

Gymnopais

G. holopticus et G. dichopticus sont tous deux repré&senté&s par

des populations constituées d'individus diploides des 2 gexes et
d'individus triploides tous femelles.
De part l'agencement des bandes dans lés chromosomes, 6.

holopticus est proche du "Prosimulium ancestral-standard”.

Les relations entre G. holopticus. et G. dichopticus peuvent

étre ainsi’ schématisées. L

~ G._h. G. d. |
-1 s I s-1,2 )
- II 8 IT s-1 )

diploides

ITIT - L/IITI L-1 IITI L-1 )



Les bras non indiqués présentent la séquesnce standard et 1'on.

F1}

peut tttiliser les inversions c¢omme "marqueurs" pour différencier les
chromosomes I et II. N
. ;. . ’ . . I P PR ~ L - ) L e
Deux sortes d'individus triploidéd peuvent €t¥re trouvés :

"holopticus 3X" et "dichopticus 3X".

"holopticus 3X" )deux parties de la garnitire chromcsomique

Jd*holopticus
)+

June partie de la ga¥nitiire chromosomique de

Jdichopticus.

"dichopticus 3%")deux parties de la garniture chromosomigque de-

Ydichopticus
) +

June partie de la garniture chromosomique de

Jholopticus.

Les individus diploides sont confinés dans les refuges gla-
- cialé d'Alaska. Les dndividus triploides se sont &tendue. de l'Alas="
ks au Labrador. Apparemment la combinaison "hét&rozygote', due aux

[cR ]

éces hybrides, et toute la descendance femelle due a3 la Partheno-

~

ése,confére . un avantage sélectif dans les conditions exactes de

= =

l1’environnement artique. Ceci est ‘intéressant en tant qu'exemple de

sélection mutuelle" pouvr, au moins, deux pool géniques.

Cnephia mutata

BARSRUR et RCTHFELS (1959) ont découvert le phénoméne de po-

lyploidie chez Cnephia mutata et 4 autres espéces. -Les femelles tri-

ploides de C. mutata vivent sympatriﬁuement avec les miles et les fe-

melies diploides mais il n'y a pas d'intercroisements. Les auteurs

pensent que cette triploidie se maintient parthenogénétiquement

tandis que la diploidie se poursuit par croisements normaux miles XY
- femelles XX.

Les populations de CGymnopais ou Prosimulium triploides sont

. strictement monomorphiques {c’est~a-dire -tous semblables ou ayant. une
. : variation clonale) quant 2 leurs chromosomes et ont, probablement,

N

une parthenogénése "améiotigque'.
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Par contre C. mutata présente des chromosomes "versatiles" et
on peut noter deés réessoftiments entre le5 inversions considérées
comme "matrqueurs" dans 1la descendance d'une unique femelle. C. mutata
triploide est parthenogenethue mals présente une patthenogénése
melothue , les recomblnalsons ehtre les chromosomes des individus
femelles peuvent se faire par le jeu des chlasma (flg. 26) .

A cOté de ¢es importantes varlatlons quant au nombre des chro-

"chromosomes

mosomes DUNBAR (1966¢c) a trouvé, nous 1'avons note, des
accessoires" ou "B chromosome, Chromosomes numéraires dont la pré-
sence aussi a été mise en évidence par les auteurs russes (CHUBAREVA,
1968 ; CHUBAREVA et TZAPYGINA, 1965 ; SHCHERBAKOV et CHURAREVA,
1965) . ' \

Mais il a été‘aussi remarqué des phénoménes de trisomie (anl)
notamment chez P. mu;tiaentatum.(fig. 27).

~

La présence de chromosomes surnuméraires peut &tre détectée en

colorant au "fluorochrome acridine orange" les noydux 3 l'interphase.

e) Le probléme des hybrides,

Les hybrides ont &té rarement notés méme dans les zones de
sympatrie d'esp@ces jumelles proches. Cependant on trouve, avec une

certaine 'fréquence, des hybrides de P. multidentatum et P. magnum

(fig. 28a et B). La reconnaissance des hybrides entre ces espéces -

est simple vu que P. multidentatum différe de P. magnum par au moins

une inversion ; d'autre part les chromosomes de P. multidentatum

possédent un chromocentre, ce que n'ont pas les chromosomes de P.

magnum. Ces différences spécifiques sont conservées dans les hybri-

des de premiére génération (fig. 28c).
En outre, méme lorsque 1'agencement des bandes semble "homolo-
gue'", l'appariement dee chromosomes est faible chez les hybrides.
Il se produit aussi des croisements de retour et ils peuvent

€tre aussi facilement diagnostiqués par 1l'examen des chromosomes

puisque les hybrides obtenus pré@sentent alors -une homozygotie pour

un ou plusieurs chromosomes parentaux (fig. 28d).
f) Evolution et rameaux phyllétiques.

Chez les Simuliidae 1'&tude cytomorphologique des .différentes

populations d'une méme espl@ce a permis la mise en 8vidence et la

compréhension de nombreux comple\es d'espéces jumelles.
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En se basant sur les aberrations chroéosomiques naturelleé,
inversions (fixes ou flottantes), translocatioms, polyploidie, trans-A
position du centromére:.., les auteurs ont pu difféféﬁcier les "es-
péces associées" et Etudier leur lien de pa;énté. Lfexamen des chro-
mosomes compléte 1'€tude classique de la morphologie externe mais il
s'avére que les résultats ne sont pas identiques ainsi que 1'a ex-
posé le 27 avril 1972 le Professeur WOOD (fig. 29).

C'est essentiellement sur la base de 17étude.des ipVersioné
qu'ont été établis les différents clades.

Dutre les relations de phylogénie intéressant les membres du
complexe 5. damnosum (fig. 19 et 20) nous- citerons, a3 titre indica-
tif quelques "essais de phylogénie“ qui ont été mis en démdnstration
lors du colloque de Torontd. (planche 30).

Ces tableaux doiven: encore &tre considérés non comme des
structures définitivement &tablies mais plutdt comme des "instru-
ments de travail" améliorables et-qu’'il faut manipuler avec une cer-
taine réserve si ndus nous en référons & l'expérience per;onnelle du.
Professeur DUNRAR.

Les études ‘cytomorphologiques des Simuliidae présentent, outre
un int@r&t scientifique é&vident, un int&r&t pratique revétant une
grande importance. Lé "reconnaissance" des espéces jumelles sympa-
triques doit permettre une meilleure compréhension des phénoménes
biolcgiques naturels aingi qu'une approche plus précise des- phéno-

ménes &pidémiologiques notamment les modalité&s de transmission de

1'onchocercose.
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CONCLUSION .ET CONSIDERATIONS PERSONNELLES.
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~

En tonclusioh nous tenoéns a souligner 17inteéret et 1"impor=
tance d'uph tel stage & 1'étranger poufr un jeune chercheur. ,
Cet intdrét peut &tre considér? sous plusieurs aspects :

~ connaissance des méthodes de travail employées aans-des la=
- boratoires, caractérisésS par un rendement qualitatif et quantitatif
considérable. '

- coﬁnaissénqé personnelle de personnalités scientifiques avec
le. squelles les relations tant humaines que scientifiques sont d'un
apport trés riche.

~ connaissances scientifiques approfondies dans une épécialité
qui n'est encore que peu étudiée en France. Y

= connaissances qui profitent 3 tous les entomologistes de
1'04R.S.T.0.M, par 1l'intermédiaire du rapport et des conversations au
retour dé ce stage. )

Dans un premier temps nous avons &té frappd par les conditions
de travail dans les différents laboratoires que nous avons pu visiter.
-Les caractéristiques fondamentales sont : le travail en équipe sur un
sujet commun dont chacun &tudie un ASpect trés précis et le brassage
permanent d'idées 3 1'occasion de nombreux. exposés que chacun est
tenu de faire. - :

Nous avons pu suivre quelques-uns de ces~exposéswhehdomadai~
res ¢t nous avons notamment rapporté les propos du Pr,... RAI sur les’
problémes de lutte biologique par manipulation du pool génique. Ces
conférences sont trés enrichissantes aussi bien pour 1l'auteur que pour
ses invitss qui émettent librement leur avis-.et commentaires. Ce qui
noliszaméne '8 parler des relations humaines dans .ces &quipes dJde re-
cherches. Un point fondamental est l'intégration de chacun dans.cette
&quipe mais toujours respect de la liberté individuelle. D'autre part,

le chef du service maintient des relations d'ordre &galitaire awvec

ses coll@gues comme ?Vec ses assistants.et ses.8léves.
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T;avaiilant avec les assistants des Professevrs KITZMILLER et
.CRAIG n&us aQons pu avoif de nombreuses convetrsations sur ce sujet
qui nous$ parafit capital pour le fendemeiit dﬁuﬁ laboratoire.

Disposarnt d'un matériel trés impdrtant; le Prufesseur CRAIG par
exemple posséde deux computeurs qui permettent ufie znalyse trapide et
compléte des résultats des croisements, les "Department" que nous
avons visités peuvent effectuer des études théoriques trés appfo-
fondies;~ges laboratoires possédent des "field laboratory" aussi
bien en Amérique du Sud (Professeur KITZMILLER) qu'aux Indes (Pr.RAI)
ou en Afrique de 1'Est (Pr. CRAIG); ainsi peuyvent ‘étre mises en pra- ,
tique les expériences et hypoth&ses ayant fait 1l'objet d'@tudes théo-
riques importantes. ‘

Sur ce point les Services qui nous ont accueilli sont remarqua-
bles par la recherche constante de nouvelles techniques plus rapides
et plus efficaces. Ces techniques sont mises 3 la disposition de
tous, et notaﬁment des visiteurs, dans un esprit de coopération inté-

t

ressant. )

Pour notre part, nous avons ainsi pu apprendre de nombreusszs )
techniques et améliorations'personnelles des Professeurs qui nous ont
regu ; techniques que nous avons exposées dans-notre rapport et qui, ’
nous l'"espérons, pourront &tre trés utiles & nos camarades: entomolo-
gistes, ‘

‘'Bien souvent ces techniques n'ont pas fait 1'objet de publica-
tions, notamment la méthode d'élevage des larves d'anophéles en eau
salée, et pour cela notre rBle est double, nous initier et informer
ensuite nos camarades. Il est dommage que les &tudes cytogéndtiques
n'aient pas encore acquis droit de cité en France, 1'0.R.S.T.0.M..
d'une part et l'école de Montpellier d'autre part sont les seuls & -
s'intéresser a3 la cytomorphologie et la génétique des insectes vec-
teurs, Il vy a donc encore umn vaste champ:d'invespigation dans’ lequel

nous aimerions ‘travailler davantage. :
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Ce stage fut, hélas, trop court pour que npus puissions entre-
prendré un important travail personnel pratique 3 il nous a cepen-
dant permis d'approfondir no$ Gonnaissincés quant 3 la morphologie
des chromosomes d'anophé&les; de nous initier 3 la génétique dyéﬁéﬁi

aegypti- et 3 la cytotaxonomie des Simuliidae.

Ainsi que nous 1l'avons noté&, nous 4dvons pu fzwener . au Centre

0.R.S.T.0.M. de Bondy une collection de préparations de chromosomes

‘polytines (A. albimanus, A. quadrimaculatus et A. atroparvus) huit

souches mutantes d'Aedcs aegypti ét des pr¥éparations de chromosomes

polyténes de simulies. Cette ¢ollection pourra servir aux jeunes
gléves et.entrafner‘l'apparition de vocations cytogénétiques, elle
pourra aussi servir de matériel de travail pour toute personne in-
téressée par ¢ées nombreux, et éminemment intéressants, problémes de
génétidu? des insectes vecteurs‘d'affeqtions‘parasitairés.

Ce type d'étude cytogénétique avec son application pratique
dans le cadre de la lutte biologique rev@t pour nous un grané inté-
rét et nous aimerions pouvoir mettre en pratique en région &thio-
pienne toutes le$ informations que nous avons pu apprendre.

C'est dans cet espoir que nous concluerons notre rapport de
stage en remerciant tout particuli@rement les Professeurs KITZMILLER,
CRAIG; RAI, DUNBAR, ROTHFZLS ct TRPIS qui ont bien voulu nous acceil-
lir et prendre sur 1éur temps pour nous monftrer leurs méthodes et
les résultats, souvent non-encore publi&s, que ces techniques leurs
ont permis d'cbhtenir.

Pour toutes ces données apprises et les perspectives. d'avenir
qu'elles comportent que Monsieur le Directeur Général de 1'Qffice et
Monsieur le Président du Comité Technique d'Entomologie médicale
trouvent ici l1'expression de mes plus 'sincdres.et respectueux remer-

ciments.

Brazzaville, le 8 .octobre 1972 -

P. CARNEVALE




BIBLIOGRAPHIE

- AKSTEIN (E.), 1962, -

-~ The chromosomes of Aedes aegypti; and of somé other mos-

quitoes.
_ Bull., Res. Coun. Israel, B, 11, 146.
ALDIGHIERI (J.), 1961. -

- Contribution & 1'étude de la structure des chromosomes

salivaires chez Aedes aegypti.
Bull. Soc. Path. exot., 54, 712.
ASMAN (Sr. M.), 1966. - '

-=: Cytogenetic and developmental effects of'gammg irfédia~

tion in Aedes aegypti.

Ph. D. dissertation

Univer. of Notre-Dame
ASMAN' (Str.. M.) et RAI (K.S.), 1965. ~-
- Radiatiéh induced chromosomal'ébenratibns-in‘égggi
segy i a _ l =
Bull. Ent. Soc. Amer., 11, 172,
ASMAN (Sr. M.) et RAI (K.S.), 1966. =
-. Low egg hatch in a new strain o6f Aedesféegzpti.
_Bull. Ent. Soc. Amer.; 12, 3q0. .
BAKER. (R.H.) et RABBANI (M.G.), 1970, -

~.Complete Linkage in Females of Culex tritaenorhynchus

14

Mosquitoes.
Amer. .Gen. Ass., 61, (2), 59-61.
BASRUR (P.K.), 1962. -

- The salivary gland chromosomes of seven species of Pro--

simulium (Diptera : Simuliidae) from Alaska and British

Columbia. .
Cana@. J. Zool., 40, 1019. 7
BASRUR (V.R,) et ROTHFELS (K.H.), 1659. .-
. ‘= Triploidy in natural population cf- the black .£1y Cnephia
mutata (Malloch). .

Canad. J. Zool., 37, 571-589.



.,:g - , 3 &£ 4 -
BHALLA ($:6¢), 198, -

%W

- White*eye, a new sex llnked mutant 1n Aedes aegyptl.
Mosg: News, 28 (3), 380:385+ '
BHALLA (S:C.) et CRAIG (6.B.); 19@11 %
‘e.Bronze; a female*sterlle hh@énfvéf‘%édeé degypti.
 J. Med, Ent.; 4, (4), 467476
BHALLA (S.C.) et CRAIG (G.B: ),y 1970, = ,
- Linkage ana1y51s;of chfomosome 1 dnggdes éégypﬁis
Can. J. Genet. Cytol., 12, 425435 A
BRELAND (0.P.), 1961. =
= Studies om the.chtromdsomes of mosquitoes.
Ann. Entomol Soc. Am., éﬁp 360-375..
'CHRISTOPHERS (S R.)y 1960. ‘-
- Aedes aegyptl (L ) the yellow fever mosqulto Its life

hlstory, Blonomlcs and structure.
Cambrldge Un1ver51ty Press, 739 PP
CHUBAREVA. - (LA SR 1968. -

= Triploidy in natural populations ofs black flies Prosimu-

LT

11um macropyga Lundstr. Téiﬁuiiidae : .Diptera).
Cytologle, lg; (6), 595771, ,
CHUBAREVA-(E+&+)" et: TZAPYGINA (R.TI.), 1965 -

- On" the' tripoids' in .Natural populations of Odagmia ornata

ornata:(Simuliidaey Diptera)-.
Genetics; 1667 (3);°576.
chygxi§‘(Auﬁ;y§ﬁ1§63. -
NN-HThe,physiologyﬂof’mosduitoes;'

Pergamon Press, Oxfbrq2;§93\§§§”
'COLUZZI (M ), 1966.-

- Osservazioni comparative.sul._ciromosoma X nelle snecies

A e. B del complesso Anopheles gambiae.
E.QZ«ACad; Lincei, 40, 671-678.
. COLUZZT (M.),- 1968, -

- Cromosomi politenici“delle-cellule nutrici ovariche nel

- complesso gambiae del ganete Anépheles.
‘Parasitologia, 10, 1797183}
COLUZZI¥(M.) et SABATINI (A.), 1967. -

- Cytogenefic‘observaqionS“Snfspeciés A and B of the Ano-

pheles“gambiae  complex.

Parasitologia, 9, 73-88.



v

CRAIG (G.B.), 1963. - ~ .
= Pfospects fo% vector control throﬁgh genetic manipula-
tion of population. L ;
_ ‘Bull., W.H.O., 29 (suppl.), 87-97+
CRAIG-(G.B.), 1967. -

- Mosquitoeé : female monogamy induced by male accessory

gland substancel. i
. Science, 156, 1499-1501.
CRAIG (G.B.), 1968. - T

- " Genetic control of Mosquitoes : Progress and Frospects.

Acad. Naz. Lincei, 128, conv. Inter. "Nuove prospebtive

nella lotta contro gli insetti nocivi".

. Rome : 16—18-septembre»1968..

CRAIG (G.B.), 1971. - _

- Cenetic variability in Vectors : Effect on.Disease Trans-
A mission. '

Workshop on Dynamics of the Interaction of ArtprOpod vec—:
tor with their hosts and with Infection Agenﬁs.
Hamilton, MONTANA '
15.septembre 1971. Rap;‘ronéo.

CRAIG (G.B.) et HICKEY (W.A.), 1961. -

D - Genetic plasticity in some African populations of Aedes

aegypti.

Bull. ent. Soc. Amer.,.7, 174 (Abstr.)
CRAIG (G.B.) et HICKEY (W.A.), 1967. -
- Genetics of Aedes aegypti. Chap. 3 in WRIGHT et PAL.

"Genetics of Insect Vectors of Disease".
CRAIG (G.B.) et VANDEHEY (R.C.), 1962, -

- Genetic:variability in Aedes aegypti I Mutations affec-

ting color pattern.
Ann. ent. Soc. Amer., 55, 47.
CRAIG (G;B.),'VANDEHEY (R.C.) et HBICKEY (W.A.), 1961. -
- Genetic variability in‘popﬁlationsof hedes aegypti. '
Bull. Wld. Hlth. Org., 24, 527. '




e

9

CURTIS (C.F.), 1968. -
- A possible genetic method for the control of inseét
pests,; with special peferencé to’tsetgg‘flies (Glossing~
Spp.). .
Bull. Ent. Res.,, 57, (4)»,3389-523.
DAVIDSON (G.), 1964, -

- The five mating-types in the Anopheles gambiae cdmpLex.
Riv. Malar., 43, 167-183. '
DAVIDSON (G.) et MASON (G.F.), 1963. -
- Genetics of mosquitoes.
Ann.rRev. Ent., 8, 177.
DAVIDSON (G.), ODETOYINBO (J.A.), COLUSSA (G.) et €O0Z (J.),

©1970. -

- Field attempt to assess the matihg competitiveness of

sterile males produced by crossing 2 member species of

the Anopheles gambiae. complex.
Bull. Org. Mond, Sant&, 42, (1), 55-67. .
DAVIDSON (6.), PATERSON (H.E.), COLUZZI (M.), MASON ( GG.F.) et
MICKS (D.W.), 1967. —-.
- Aﬁqpheles gambiae complex

Chap. 6 in WRIéHT et PAL "Genetics of Insects Vectors of -

Disease".
DUNBAR (R.W.), 1958, -
© = The salivary gland chromosomes of two sibling spgcies of
black flies included in Eusimulium aureum.Fries, “
Canad. J. Zool., 36, 23-44.
DUNBAR (R.W.), 1959.° -

- The salivary gland chromosomes of seven forms of black

ﬁlies includeaiin Eusimulium aureum. Fries.
Canad. J. Zool., 37, 495-525. .
DUNBAR (R.W.), 1962, -

- Cytotaxonomic studies in Simuliidae.

Ph. D. Thesis, University of .Toronto.

Toronto, Ontario.

-



DUNBAR (R:W.); 1965. - .

= Chrgmdosomé inversions as hlocks tbo genetic exchange leading

to sympatric speciation in black flies (Simuliidae ; Dipter

ta){
Proc; Iwelfth Int. Congr. Ent., London, 268-269.

DUNBAR (R.W.), 1966a. -

. = Four é{bling species included in Simulium damnosum Theobald,

(Diptera : Simuliidae) from Uganda.
Nature, 209, (5023), 597-599,
DUNBAR (R.W.), 1966b. -

~ The salivary gland chromésomes of six closely related

Black—flies near Fusimuliur congereenarum (Diptera

Simuliidae).
Canad. J. Zool., 45, 377-396.
DUNBAR (R.W.), 1966c.-

~ Cytotaxonomic studies in Rlack flies (Diptera

Simuliidae). Chromosomes to Day, 1, 172~181.
DUNBAR (R.W.), 1969. - ‘

~ WMine Cytological Segregates in the Simulium damnosum

Complex (Diptera : Simuliidae).
Bull. Org. mond. Santé&, 40, 974-979.
DUNBAR (R.V.) et VAJIME (Ch. G.), 1971. -
~ Cytotaxonomics Analysis of the Simulium damnosum complex.
. Bull. WHO/ONCHO. 71--87.
FAY (R.VW.) et CRAYGC (G.B.), 1969. -

~ Genetically marked Aedes aegypti in studies of field popu-~

lation.
Mosg. News., 29, (1), .121-127.
FAY (R,¥W.) et ELIASON (D.A.), 1966. ~

~ A preferred oviposition site as a surveillance method for

Aedes aegypti. ’ "2
Yosq. News., 26, (4), 531-535.
FRENCH (¥W.L.), BAKER (R.H.) et KITZIMILLER (J.R.), 1962, -~

-~ Preparation of mosquito chromosomes.
Mosq. News, 22, 377-383.




FRIZZI (G,),; 1953. =
<~ Etudé cytogénétique d'Anopheles maculipennis en Italie
Bull. Wld. Hlth. Org., 9, 335, _
FUCHS (M.S.); GRAIG (G.B.) et HISS (E.A.), 1968. -

" - The biochemical basis of female monogamy in mosquitoes.

" I. Extraction of the active principle from Aedes Aegypti.
_ Life Sciences, 7, 835-839. ‘ ‘
GWwADZ (R.W.), CRAIG (G.B.) et KICKEY (W.A.), 1971. -

- Female sexual Behaﬁiour%&;the Mechanism Rendering Aedes

aegygti Refractory to Insemination.
Biol. Bull., 140, 201-214.
HAUSERMANN (W.), FAY (R.W.) et HACKER (C.8.), 1971, -
- Dispersal of Genetically Marked Female Aedes aegypti in

Mississipi.
Mosq. News, 31, (1), 37-51.
HICKEY (W.A.) et CRAIG (G.B.), 1966a. -
Genetic Distorsion of Sex.Ratio in a Mosquito, Aedes
aegypti.
. Genetics, 53, (6), 1177-1196.
HICKEY (W.A.) et CRAIG (G.B.), 1966b. - . )
- Distorsion of Sex Ratio in Populations of Aedes aégyp;i.
Canad. J. Genetic. Cytol., 8, (2), 260-278.
HICKEY (Ws A.), 1970. - \
Factors influencing thefdistoréion of sex-ratio in Aedes

aegpti.
J. Med. Ent., 7, (6), 727-735.

HINTON (T.) et ATWOOD (X.C.), 1941, -

- Terminal adhesions‘of salivary gland.chromosomes in

Drosophila,
Proc. WNat. Acad. Sci., U.S.,-27, 491-496, ' .
IMMER (F.R.), 1930. -
- Formulae and tables for calculating linkage intensities.

Genetics, 15, 81-98.




,

-~

KITZMILLER

KITZMILLER

KITZMILLER

KITZMILLER

KITZMILLER

KITZMILLER

KITZMILLER

KLASSEN (W
1965. =~

KNIPPLING (E.F.), 1964. -

(J.B.), 1953, -~

Mosquito genetics and cytogenetics.

Rev. bras. Malar., 5, 285.

(J.B.), 1963. -

Mosquito cytogenetics ;: a review of the literature
1953-62.

Bull: Wld. Hlth: Org., 29, 345,

(J.B.), 1967. -

Mosquito cytogenetics.

~

Chap. 4 in WRIGHT et PAL "Genetics of Insect Vectors
of Disease".

(J.B.) et FRENCH (W.L.), 1961, =

Chromoscmes of Anopheles quadrimaculatus.

Amer. Zool., 1, 366. ‘

(J.B.) et FRIZZI (G.), 1954. -

A survey of chromosomal complements in several spe-

cies' of mosquitoes (Diptera-Culicidae).

Atti del IX Congresso Internazionale di Genetica,
667-682. '
(J.B.) et KEPPLER (W.J.), 1961. =

Salivary gland chromosome maps in Culex pipiens pi-

piens.
Genetics, 46, 875-876.

(J.B.), FRIZZI '(G.) et BAKER (R.H.), 1967. -

Evolution and speciation within the maculipennis

complex of the genus Anonheles.

Chap. 5 in WRIGHT et PAL "Genetics of Insect Vectors

of Disease",

.), FRENCH (W.L.), LAVEN (H.) et KITZMILLER (J.B.),

The salivary chromosomes of Anopheles quadrimacula-

tus Say.
Mosq. News, 25, 328-334.

The sterility principle of insect population control.

Proc. Twelfth Inter. Cong. Ent., London.




KNIPPLING (E.F.), 1967. -
" - Sterile technique - priﬁciples involvgd, current ap-

plication, limitations, and future application. Chap.

20 in WRIGHT et PAL "Genefics of Insect Vectors of
Disease'". ~‘,:
KNIFPLING (E.F.), LAVEN (H.), CRAIG (G.B.), PAL (R.),
KITZMILLER (J.B.), SMITH (C.N.) et BROWN (A.W.A.), 1968. -
. - Genetic control of insects of public health importance.
| Bull. Wld. Hlth. Org., 38, 421-438,
KREUTZER (R.D.) et XKITZMILLER (J.B.), 1971. -

-~ Chromosomal similarity between Anopheles perplexens

and Anopheles punctipennis.
Mosg. News., 31, (3), 409-415.
KRISHNAMURTHY (B.S.), RAY (S.N.) et JOSHI (G.C.), 1963. -

- A note on preliminary field studies of the use of

irradiated males for reduction of C. fatigans wild
population. '
WHO. Vector Control., 1/63/14.
KUNZE (E.), 1953. -

- Artunterschiede in Ban der Riesenchromosomen in der

Gattung Simulium Latr.
Osterr., Zool. Z., 4, 23-32.
LA CHANCE (L.E.) et. KNIPPLING (E.F.), 1962. -~

- Control of Insect populations through genetic manipu-

lations.
‘ Ann. Entomol. So¢. Amer., 55, 515-520.
LAVEN (H.), 1957. -

- Vererbung durch Kerngeue und das problem der ausser-

karyotischen Vererbung bei Culex pipiens..

IT, Ausserkaryotische Vererbuﬁg.
Z. Vererbungs].88, 478-516.
LAVEN (H.), 1967a, -

- Eradicaﬁion of Culex pipiens fatigans through cyto-

plasmic‘incompatibility.
Nature, 216, (5113), 383-384,
LAVEN (H.), 1967b. - a '
- Speciagion and Evolution in Culex pipiens.

Chap. 7 in WRIGHT et PAL "Genetics of Insect Vectors

of Disease™.



LAVEN (H.), 19%9. - _
- Eradicating mosquitoes using translocations.
Nature, 221, 958~9559.

LAVEN (H.),; COUSSERANS (J.) et GUILLE (G.), 1971.-
- Inherited semisterility for control of harmful insects.
TIIT, A first field experiment.

Experientia, 27, 1355-1357.

TORIHER (MN.), BALLIKAW (E.) et RAT (K.S.), 1972, ~-
-~ Translocation homogygotes in thé yellow fever mosquito,

Aedes aegypti.

J. of Heredity (sous prgsée).

MAC CLELLAND (G.A.H.), 1962a. -

-~ A contribution to the genetics of the mosquito Aedes aegypti

with particular reference to factors determining colour.

Thesis University of }6ndon, 267 pp.

MAC CLELLAND (G.A.¥.), 1662L,-
~ Eye pigments and sex linkage in Aedes aegypti.

Pull. ent. Soc., 3, 162,

WAC CLELLAND (G.A.H.), 1962c.~

Genetical control of abdominal scale colour in Aedes zegypti.

Bull. ent. Soc. Amer., 8, 163.

MAC CLELLAND (G.A.H.), 1962d.-

Sex~linkage in Aedes aegvpti,

Trans. roy. Soc. trop. Hed. Hyg., 56, 4.

MAC CLELLAHD (G.A.H.), 1966.-

- Partial sex-linkage at two loci affecting eye pigment in the

nosquito Aedes aegypti (Diptera - : Culicidae).

anad. J. Genet. Cytol., &, (2), 192-198.

«

¥&4C DONALD (F.T.) et RAI (K.é.), 1971,~
- Population control potential of heterozygous translocation as
fetermined by computer simulation.
/ Bull. ¥Wld. Hlth. Org., 44, 829-845.
M4C DONALD (W.W.), 19€2a.- )

-~ The selection of a strain of Ledes aegy;

~

4

ti susceptible to in-

fection with semi-periodic Brugia nalayi.

Ann. trep. Med, Parasitol., §§,~363“372.




e

.

MAC

MAC

MAC

MAC

MAC

"LO"

DONALD (W.W.), 1962b. -
= The genetic Pasis of susceptibility to infection with
semi;periodié_qugia:malqyi in Aedes. adgypti.
Ann. trop. Med. Patasitol., 56, 373-382.
DONALD (W.W.), 1963a. - y | .

- Further studies on a Strain of Aedes aegypti suscepti-

ble to infection with sub-periodic Btugia malayi.
Ann. trop.. Med. Parasitol., §1, 452-460.
DONALD (W.W.), 1963b. -

- A preliminary cross-over value between the gene fm

(filarial susceptibility, Brugia malayi) and the Ssex

locus in Aedes aegypti.

Ann. trop. Med. Parasitol., 57, 461-465.
DONALD (W.W.), 1967, -

~ The influence of Genetic and Other Factors or Vector

~ Susceptibility to Parasites.
Chap. 19 in "Genetics of Insects Vector of Disease"
de WRIGHT et PAL. ’
DONALD (W.W.) et SHEPPARD (P-.M.), 1965, -
- Crossover values ia the sex chromosomes of the mos~

quito Aedes aegypti and evidence of the presence.of.

inversions.

Ann.‘prop. Med. Parasitol., 59, 74-87.

MATTINGLY (P.F.,), 1957. -

~ Cenetical aspects of the Aedes aegyptl problem.

I. Taxoncmy and bionomics.

Ann. trop. Med. Parasitol., 51, 392.

MATTINGLY (P.F.), 1958. -

- Genetical aspects of the Aecdes aégypti problem.

II. Disease relationships, Genetics and control.

Ann. trop. Med. Parasitol.,, 52, 5.

-



MESCHER (A:L.), 1963. =~
LN compara§iVé analysis 6f the morphqingy and post-
embryonic develgpmept_of the salivary glands of éﬁiﬁi
aegzpti (L.) (Dipteéra ! Culicidde).
Thesis, University éi Notre-Dame, Ind:, 108 pps
MONTALENTI (G.), 1947. = o

- L'asetto cromosico & l'interferénza déi chiasmi nelle

spermatogenesi di Simulitm équinum L. (Diptera, Simu~

liidae).
R.C. Acad. Lincei, 8, (2), 6471-6474;
MORGAN (T.H.), 1911. -

-~ Random Segregation Versus Gametic Coupling in Mendelian

Inheritance.
Science, 1911.
MORLAN (H.B.), MAC CRAY (E.M.) et'KILPATRICK (J.W.), 1962. -
- Fields tests with sexfially sterile males for control of
Aedes aegypti. ' .
Mosgq. News, 22, (3), 295-300.
NARANG (S.) et KITZMILLER (J:B.), 1971. -

- Esterase polymorphism in a natural population of Ano-

v

pheles punctipennis. II Analysis of Est-C System.
Can. J. Genet. Cytol., 13, 771-776. . ’
OVAZZA (M.), 1971. -

~ Notes sur 1'étude cytotaxonomique, des Simulies et en

particulier de §. damnosum (bas@es sur un sé&jour de

deux semaines dans lerServiqe‘du Pr. R.W. DUNBAR, 3

University of Western Ontario, London, Ontario,. CANADA).
PATERSON (H. E.), 1964. -

~ Direct evidence for the specific distinctnéss..of forms

A, B and C of the Anopheies gambiae.complex.

Riv, Malar., 43, 191-196.
QUINN (T.C.) et CRAIG (G.B.), 1971. =-

- Phenogenetics of the Homeotic Mutant Proboscipedia in

Aedes albopictus.
J. Hered., 62, (1), 2-12.




RAI (K.S.), 1961, -
- Distinctive karyotypes in some genera of mosquitoes.,
'Bull.-ent. Soc. Amer., 7, 174. ‘
RAI (K.S.), 1963a. =
- A comparative study of mosquito karyotypes.
. Ann. Eantomol. Soc’ Amer., 56, 160~170.
RAI (K.S.), 1963b. -

- A cytogenetic study of the effects of X irradiation on -

Aedes aegypti.
Caryologia, 16, 595-607.
RAI (K.S.), 1964a. -

- Cytogenetic effects of chemosterilants in mosquitoes.

I. Aphclefg*induced aberrations in the somatic chromoscmes
of Aedes aegyﬁti (L.).
Cytologia, 29, 346-353.

RAI (K.S.),1964b. -

- Cytogenetic effects of chemosterilants in mosquitoes.

III Mechanism of apholate-induced changes in fecundity and
fertility of Aedes aegypti (L.).
Biol. Bull., 127, 119-131.

RAI (K.S.), 1965. - ’

- = Cytogenetics of chemosterilants-induced sterility in sedes
_ aegypti. )
"Proc. XII Intern. Cong. Entom., Londcn, 255-56.
RAI (K.S.), 1%967. -

— Techniques for the Study of Cytogenetics and Genetics of

Vectors. Chap. 23 in WRIGHT et.PAL "Genetics of Insects
.Vectors of Disease".
RAI (K.S.), 1968, ~
- Recent advances in cytogenetic studies of .the mosquito
Aedes aegypti. ' ‘
~g£2£y{g£ XII.Int. Cong. Ent., Moscou, 2-9/8/68.
RAT (K;Sf), 1969. - '

-~ Status of the sterile male technique for mosquito control.

Pp 104-114. In "Sterile male Technigue for Eradication or
Control of Harwmful Insects".

Internat. Atomic Energy Agency Press, Vienna, Austria.




RAI (XK.S.), 1971. -

- Studies on genetic,manipﬁlatign of the mosquito, Aedes

aegzpti. .
Report to .the World Health Qrganisation (Rap. Ron&s.)

RAT (K.S.) et ASMAN (Sr. M.,); 1968: -
~ Possible dpplication of a reciprocal translocation for

genetic .control of the mosqiiito, Aedés degypti.

Proc. XII Irnternat. Cong. of Genetics, Tokyo, JAPAN, 1,164
RAL (K;S.) et CRAIG (G.B.), 1961. -

- A study of the karyotypes of SQme'mosquitoes,

Genetics, 46, 891.
RAI (K.$5.), GROVER (X.K.) et SUGUNA (S.G.), 1972. -
- Studies on genetic manipulation of the mosquito, Aedes
aegypti.
Bull. Wld. H1th Org. (sous presse)
RAI (K.S.). MAC DONALD (P.T.) et ASHAN (Sr.gw), 1970. -

~ Cytogenetics of two radiation-induced; sex linked translo-
cations in the yellow~fever mosquito, Aedes aegypti.
Genetics, 66, 635-651.
RATI (K.S.) et MAC DONALD (P.?.), 1971. -

- Chromosomal translocations and Genetic control of Aedes
aegypti. Pp 437-452.
In "the Sterility Principle for Insect Control or Eradica-

tion™.

Internat. Atomic Energy Agency Press, Vienna, Austria.
RODRIGUEZ (P.M.), 1972, -
- Distribution of Filarial Susceptibility in Field Popula-

tions and Laboratory Strains of Aedes aegypti.

Workshop -on Development oi‘FiLa;iose in Mosguitoes,  UCLA,
Los Angeles, 20-22>ﬁats 1972, ‘ o |
ROTHFELS (K.H.), 1956. -
- Black-flies : Siblings, sex and Species grouping.
J. Hered, 45 (3), 113-122.
ROTHFELS (K.H.), 1970. -

-~ Cytotaxonomies studies on Simulium venustur™ .apnd related
biting £lies. '
Interim Report on EMR 5901 (101) du 14 septembre 1970,




e

- 14 =~

ROTHEFELS (K.H.) et FREEMAN (M.), 1966. -
~ The salivary gland chromosomes of three North American
species of Twinnia (Diptéra : Simuliidae)
Canad. J. Zool:, &h; 937-945.
ROZEBOOM (L.E.) et KITZMILLER (J.B.), 1958: ~
~-’Hybridization and speciation in mésquitoeé.
Ann. Rev. Ent., 3, 231..
SEREBROVSKII (A.S.), 1940. -

- On the possibility of a new method for the control of

insect pests,
Zool. Zh., 19, 618.
SHCHERBAKOV (E.S.) ef CHUBAREVA (L.A.), 1965. - ‘
-~ New microchromosomal karyotypes of black flies-
(Simuliidae, Diptera).
Genetics, 166, (3), 725-728.
SPIELMAN (A.), LEAHY (M.G.) et SKAFF (V.), 1967. -
~ Seminal loss in repeatedly mated female Aedes aegypti.
Biol. Bull., Woods Hole, 132, 404=-412.
SUTTON (E.), 1942, -
- Salivary gland type chromosomes in mosquitoes.
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., 28, 268-272.
TRERATOSKI (A.M.) et HAYNES (J.F.), 1969. -

- Comparison of Enzymes of TWelve'Speciesuof Mosquitoes.,
Ann. Ent. Soc. Amer., 62, (2), 327-335.
VANDEHEY (R.C.), 1967. -

- Inheritance of pigmented larval head capsules in Culex

pipiens.
Mosq. News, 27, 69-~73.
WEIDHAAS (D.E.), SCHMIDT (CE.) et SEDROOK (E.L.), 1962. -

- Field studies on the release of sterile males for the

control of Anopheles quadrimaculatus.
Yosq. News., 22, (3), 283~291.
WILD (A.), 1963, -

- A red eye colour mutaticu in Culex pipiens after X~ irra-

diation. - -
Wature, 200, 917-918.




« 15
World Health OrgéniZaﬁion, 1964. - <
- Genecicé of Vectors and Insecticide Rezicstance.
Report of a WHO Sgientific group
Genéva = YHO Tech, Rep. Ser. » 268, 40 pp.
WRIGHT (J.W. ) et PAL (R.), 1967. -
~ Genetics of Insect vectors of Discase.

Elseviér Pub. Co., N.Y., 794 pp.




Planche 1

DISSECTION DES LARVES D’'ANOPHELES ET
PREPARATION DES GLANDES SALIVAIRES

at

Glandes
salivaires

—— o —
- — o —— -

?
~

Transferen
{es -glgndes >

~
('une aphes

Coecds -

N papier filtre
digestifs

l'autre) Lamelle
zone d’inciston_ siliconee
du rhorax 2 goutrres

de coloronk

COLORATION

DISSETION /
ET FIXATION y
/
/
/
/
/
RETOURNER Poser une lame propre sur l‘en-
LA LAME sembie papier Filtre 4 lamelle.
/ Noter sur la lame la position
/ des glandes.
4
Derouler les chromosomes en placant
I

la preparation entre deux feuilles de

papier flitre et appuyer fortement
sur lo lamelle

PREPARATION TEMPORAIRE




Planche 2

DESIGNATION ARBITRAIRE DE L'INTENSITE DES
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FIG.3
SALIVARY CHROMOSOME COMPLEMENT OF A PSEUDOPUNCTTIPENNIS
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Planche 10 a

TRANSMISSION DES CARACTERES LIES AU SEXE
(Sex — Linked inheritance)
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TRANSMISSION DES CARACTERES LIES AU SEXE
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DISSECTION DES LARVES DE SIMULIES
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REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES 3 CHROMOSOMES
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DETERMINATION DU SEXE CHEZ P. Fuscum

A\ d
B
!
:;nver‘SIon
T
[
I
|
—
e '
I (tnversion
I __»
|
A
X X

Chromosome 1L

SCHEMA DE L’INVERSION
(d’apresROTHFELS)

- ——
! ' iy,
[ —]
| ﬂ a
{
[ )”A_\
|
] .—----r
: 75 ',-///;:j l
- |
i e |
——-- - == 1
|
- |
P I
! ‘ |segment
| invenrse
! 77 b=
l B C | Y
b-— - !
|
TTT T = I
[
. EE
—— — — . ﬁ l
Y 1
7 l
|
T !
—— [
P — |
80 -

PL. 16 &

CARTOGRAPHIE DE
L/ INVERSION

{observorion personnelle)

PL.16Db

Cenl’r‘Omi\ere




POLYMORPHISME INTERESSANT UNE
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Planche 18 ¢

Prosimulium

Fuscum Bras IIL

69
68 -
e - (
)
1
. '
, !
69 I -
’ : ' Inverse
P \
_____ - ; N 7N stondard
Y )
b E
]
| R
1S
I
70 o ~e "
Y el
| Apportement des
e : chromosomes d'un individu
! heterozygote pour linversion 69 -70
- REPRESENTATION SCHEMATIQUE

REPRESENTATION
SCHEMATIQUE DU

BRASTIL AVEC
LA POSITION DE
L’ INVERSION

(d'apres ROTHFELS)

(d'apres ROTHFELS)

inversion

70

jomm e e e — —y

= -

CARTOGRAPHIE DE

LA SEQUENCE STANDARD

ET DE LA ZONE
o/INVERSION




Planche 19

Le complexe Simulium damnosum

PHYLLOGENIE DU SOUS-GROUPE NILE
(Forme Afrique de l‘ouest)

(d‘apres DUNBAR-1972)

Soubre Diequera
oo L-2
absent 4& IL-3r16
rL -3
s/IL 6-7 ImweL 2
Bandamao sirba
Ys/mL-8
ILL-6 ITL-2/7/7ILL-2-6
Nile
mL 2 17 4 4
mL 2 I L-1
yah
4

mL-18

mL a4 oL ?
Brlle - >
mL 2 oL ? oL ?
Is-1
I1L-3
v

Sous groupe
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Planche 20

L.e complexe Simulium damnosum

Phyllogenie du sous-groupe Sanje

d’'apres DUNBAR, Aout 1971

Sous~groupe NILE

IS-1 | IL-3

IS (3 etapes) kibwezi

. oL -~1
Nyamagasani
L HL - 5
L wrL-5
Nkusi
e -~ 20 oL - 21
sanje Kisawani

— I~

IL - 34, ML =19

me -4

Sebwe

(Nyamagasan?: standard )
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Planche 21

LE COMPLEXE DAMNOSUM ET
L' EPIDEMIOLOGIE DE L’ONCHOCERCOSE
, (d'apres DUMBAR 72)

<« Sebwe exclusivement

< Nyamagasomi 2%/,
Sebwe 98°/,
1000 m

< Nyamagasami 80°/.

. , : sebwe 1Q°/.
Nyomagaosami ¢ veclfeur tmporftant
de |'onchocercose .
Quaond Sebwe est obsent Nyamegusami
monte jusqu'a 2000 m
A\, \l/
bP ) ¢

PB . O

1 I o I I T

Nyamagasami

y__ybrides: trouves dans
(orrangement Standaord)

la noture et presenranr
la boucle de I'inversion

[ sebwe differe de Nyamogasami “loop ? caracreristique

par les inversions I'L1 et
oI L1 ]
DB = Double Bulle
B Anneau de Balbieni
PB s« Para Balbiani
be

L4

Blister
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Planche 22

INVERSIONS ET SPECIATION
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Planche 23

PROSIMULIUM FUSCUM
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Planche 24

- \ﬁi( PROSIMULIUM FUSCUM

EVOLUTION DU
CHROMOSOME SEXUEL

Xo X
19/, 3 q 0-/,

inversion
[ 1
Crossing-over Crossing-over
D -=a —>
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X4 Y4 l.
98+, 90¢/, Y31
inversion
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Planche 24

X2

1°/a

Y2
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(suite)
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Planche 25

B. CHROMOSOME CHEZ EUSIMULIUM COSTATUM

(d abres DUMBAR)
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Centromere

Nucleole
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Planche 26

PARTHENOCEI\IESE TRIPLOIDE AMEIOTIQUE

Segment Segment
inverse inverse
A B
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PARTHENOGEMESE TRIPLOIDE MEIOTIQUE
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B

Tous les descendants
sont

.semblobles entre eux

.sembables a leur mere

Les c!womosornes recons._
titues peuven! presenter

soit ;

{inversion A
SO;T:

ilnversion B
soit les deux
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Planche 27

PHENOMENE DE TRISOMIE CHEZ PROSIMULIUM
MULTIDENTATUM

I T ot
| LN @) |
/ J L J L Karyotype normal
XY [
D

Extra IIL

- ~ < /7 . Karyolype lrisomique 2n + 1
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Planche 28 (suite)

Croisement en reftour

Hybr';de Fq

Fig. 28 d

fig. 28¢
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Planche 29

RELATIONS DE PHYLLOGENIE EN FONCTION DU MODE
D'ETUDE DES CARACTERES

(d'aprés WOOD 27-4-72)

Prosimulium . Twinnio ____. Gymnopais ___.Gymnapais
holopticus  dichopticus

Morphologie des

-chromosomes P ~ T. G.h. _ ~6.d.
- larves _E’_ ~ T. s~ Gh.erGd.
-nymphes R ~ T, ~Gh. ___. Gd
M - _V ————————————————— ”
_adultes P T _Gh. - Gd.




Planche 30

Gymnopais dichopticus

IO’s ~1groupe TIL ~1groupe 5 inv.

Gymnopats holopticus
Is inv.

oIs -4

Prosimulium IS 2 Mms .3 IL -1 .. ‘Cblest
stondard . , » < > PWInn{o Fibblesi
many sevaral Is « I g (]II + mI) tnh.
changas changas N.O. Frans
/ L mL -4
Helodon Helodon Fwinntia nova
hirtipes groupe L -2 (in port)  (in par') e -1
groupe N.O. trans

twinnta biclavata

RELATIONS CYTOPHYLLOGONETIQUES DES ESPECES DU GENRE Twinnia






