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TITRE: Changements phénotypiques du milieu sylvestre au milieu do-
mestique chez les vecteurs de la maladie de Chagas.

RESUME

La transmission & ’homme du parasite de la maladie de Chagas, Try-
panosoma cruzi, est due principalement a 'activité de quelques especes de
grandes punaises hématophages, les Triatominae (Hemiptera: Reduviidae).
Ces quelques espéces sont trés répandues et sont importantes dans le main-
tien de 'endémie car elles vivent en étroite association avec I'homme. C’est
leur anthropisation, qui fait 1'essentiel de leur signification épidémiologique,
de leur capacité vectorielle. Pourtant, il est d’observation courante de voir
des especes sylvestres, dont certaines sont peu conumes, tenter d’établir des
colonies intradomiciliaires. A ce jour, aucun critére, ni génétique ni environ-
nemental, n’existe pour juger du danger (de domestication) représenté par
telle ou telle espece.

Nous avons examiné l'espéce qui dans notre pays, la Colombie, est con-
sidérée comme une menace potentielle, Rhodnius pallescens. En Colombie,
cette espece reste confinée aux palmiers et semble échouer dans ses tentatives
de colonisation domiciliaires. Est-elle inapte & s’adapter?

Nous nous somunes intéressés aux paramctres métriques de la plasticité
phénotypique déja recensés chez les vecteurs avérés de la maladie de Chagas:
principalement une diminution de taille en milieu domestique.

Pour examiner non seulement la moyenne mais aussi la variance de la
taille, nous mettons & disposition un logiciel développant des tests non-
paramétriques adaptés. Chez R. pallescens, nous confirmons que la diminu-
tion de taille semble typique du passage d’'un milieu stressant, instable, de
faible valeur nutritive, & un milieu stable et riche en source de sang, et qu’elle
paralt systématique, valable d’unc espcce & une autre, d’un genre (Rhod-
nus) & un autre (Panstrongylus). Nous mettons en évidence I'importance de
Pinteraction cntre la densité des populations et la fréquence d’alimentation:
c’est cette interaction qui rend compte de la diminution de taille, et non I’'un
de ces facteurs pris séparément.

Les expérimentations réalisées sur des lignées isofemelles soulignent 1'in-
fluence du génotype sur la réponse plastique de 'insecte, et suggerent que
la domestication pourrait ne pas étre un attribut de I'espéce, mais plutdt
d’un ou de plusieurs génotypes. Ainsi, la domestication serait en fait une af-
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faire de chance, une rencontre entre un génotype, un milieu et des conditions
favorables. Ces derniéres sont liées au coiit de la plasticité phénotypique.
Les génotypes les plus aptes & la domestication seraient ceux qui assurent le
mieux un équilibre entre les avantages adaptatifs et les cotits de la plasticité
en réponse a des changements de milieu.

Nos modeéles de laboratoires nous permettent de suggérer qu’en Colombie,
le poulailler est une porte d’entrée pour R. pallescens en milieu domestique.
Dans les villages colombiens, si 'on veut détecter une domestication ram-
pante, le poulailler doit étre examiné au méme titre que le domicile. C’est la
recommandation que cette these peut nous amener a faire au Ministere de la
Santé en Colombie.

TITLE: Phenotypical changes in Triatominae associated with environ-
mental stress

ABSTRACT

Transmission to humans of the parasite inducing Chagas disease, Trypano--
soma cruzi, is due mainly to a few species of hematophagous bugs of Tri-
atominae (Hemiptera: Reduviidae). Although not numerous, these species
are widespread and efficient vectors because of their close association with
humans. However, it is relatively common to report also sylvatic, poorly
known species invading human dwellings or peridomestic structures. Most of
them seem to fail establishing domestic colonies, but, as far, neither genetic
nor environmental criteria exist able to predict the final outcome.

We studied the species which is considered as a potential threat in my
country, Colombia. In this region, the species seems confined to palm trees,
sporadically intruding human dwellings but failing to establish durable in-
tradomiciliary colonies. Is it unable to accomplish domestication ?

We examined some aspects of phenotypic plasticity already described in
the literature for well known Chagas vectors: mainly their size reduction in
domestic conditions of life.

To consider not only the mean size but also its variance, we developed
a specialized software based on non-parametric tests. In R. pallescens, we
confirmed that size reduction was typical of the transition from a stressing,
poor and unstable environment to a stable and nutritive one, and that this
size reduction was a systematic change, found for different species, different
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genera (Panstrongylus, Rhodnius). We highlighted the importance of the
interaction between population density and feeding frequency: it is this in-
teraction which drives the main changes in size, and not any of the factors
separately.

Experiences on isofemale lines indicate the influence of the genotype on
plastic response, suggesting that ability to domesticate could be not a species
but a genotype specific trait. Thus, domestication would be actually a matter
of chance, an encounter between one or a few genotypes, a given environment
and favorable conditions. The latter is linked to the cost represented by the
plastic response. The genotypes able to be domesticated would be the ones
enjoying the best balance between adaptive value and cost of their plastic
response to environmental changes.

Our laboratory observations suggest that in Colombia, hen houses would
be the back door for R. pallescens durable access to the domestic environ-
ment. In Colombian villages, to avoid undetected but true domestication
process, not only human dwellings but also hen houses are prioritary targets
to be investigated for the presence of triatomine bugs. Based on the data
obtained in our thesis, it is the recommendation we feel authorized to address
to the Health Ministry of Colombia.

MOTS-CLES: Maladie de Chagas, Plasticité phénotypique. Morpho-
métrie géométrique

INTITULE ET ADRESSE DE L’U.F.R. OU DU LABORA-
TOIRE: GEMI-IRD. 911, Avenue Agropolis. 34394 Montpellier. Cedex
5, France.
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1 INTRODUCTION

1.1 La maladie de Chagas

La Maladie de Chagas est due a l'infection par le protozoaire flagellé Try-
panosoma cruzi. Ce parasite est transmis par des insectes de la sous-famille
Triatominae (Chagas, 1909; Lent & Wygodzinsky, 1979). La distribution
géographique de la maladie recouvre celle des vecteurs. Ainsi, la maladie
est présente dans presque toute I’Amérique, du sud des Etats-Unis au sud de
I’Argentine (Figure 1), la plupart du temps dans des zones rurales pauvres ot
les Triatominae peuvent se multiplier et trouver leur nourriture sur un réser-
voir naturel abondant. Ce réservoir comprend presque tous les animaux, a
I'exception notable des oiseaux et des batraciens (Wéry et al., 1995).

Figure 1: Distribution géographique de la maladie de Chagas et ses vecteurs.
En rouge les zones d’endémie humaine et en gris distribution des vecteures.
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La maladie de Chagas se développe en trois phases:

1. Phase aigué: Elle est reconnaissable par la présence du parasite dans

le sang. Aprés une étape de multiplication dans les cellules du systéme
réticulo-endothélial, le parasite envahit en effet la circulation et pénétre
dans les cellules de V’organisme, en particulier les cellules musculaires
cardiaques et les cellules musculaires lisses (tube digestif).
Les symptomes sont le plus souvent discrets, évoquant a ce stade une
forme grippale. Cependant, des formes aigués graves existent, provo-
quant une myocardite parasitaire mortelle, ou plus exceptionnellement
des formes nerveuses. 1l est possible rencontrer & des degrés tres vari-
ables les signes cliniques suivants: signe de Romaiia, chagome d’ino-
culation, cedéme sous-cutané, ganglions lymphatiques, hépatomégalie
et splénomegalie. Cette phase peut durer en moyenne de un & deux
mois.

2. Phase indéterminée: Aucune pathologie n’est apparente pendant la
phase dite “indéterminée”. 1l s’agit déja de la phase chronique mais
sans symptomes particuliers. Cette phase peut durer une vingtaine

d’années.

3. Phase chronique: Par définition le parasite, en phase chronique, n’est
plus détectable dans le sang. Des lésions irréversibles peuvent toucher
le coeur, I'cesophage, le colon, et le systéme nerveux périphérique :
27% des personnes infectées souffrent de symptémes cardiaques (car-
diopathies chroniques), qui peuvent conduire & la mort subite; 6%
des individus sont atteints de lésions chroniques de l'appareil diges-
tif; 3% des personnes infectées ont des atteintes du systéme nerveux
périphérique (troubles neurologiques) (Dujardin et al., 2000).

L’infection peut conduire & une maladie dans la moitié des cas environ. La
maladie est parfois 1éthale, parfois invalidante, et représente une des toutes
premiéres priorités de santé publique en Amérique Latine, ot 28 millions de
personnes représentent aujourd’hui la population & risque (Guhl & Lazdins-
Helds, 2007) (Tableau 1).
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Parametres Années

épidémiologiques 1990 2000 2006
Déceés annuels > 45000 21000 12500
Infections humaines 30 millions 18 millions 15 millions
Nouveaux cas par an 700000 200000 41200
Population & risque 100 millions 40 millions 28 millions
Nombre de pays 21 21 21

Table 1: Changements des parametres épidémiologiques et diminution de
I'incidence de la maladie de Chagas due & l'interruption de la transmission
vectorielle. (Guhl & Lazdins-Helds, 2007)

1.1.1 Le parasite

T. cruzi, est caractérisé par la présence d'une membrane ondulatoire et d’une
mitochondrie unique située dans le kinétoplaste, une organelle spécialisée con-
tenant de ’ADN.

Le parasite présente trois stades morphologiquement différenciés: amas-
tigote, épimastigote et trypomastigote.

1. Le stade amastigote est le responsable direct de la pathologie de la ma-
ladie de Chagas, il se multiplie dans les macrophages de l'organisme
infecté. C’est sous sa forme trypomastigote (voir ci-dessous) qu’il les
détruit, envahit la circulation sanguine, puis pénétre d’autres cellules
dans lesquelles il redevient amastigote.

2. Le stade épimastigote est extracellulaire, c’est un stade de multiplica-
tion dans l'intestin moyen des insectes vecteurs.

3. Finalement, le stade trypomastigote représente la forme parasitaire de
transit, circulant dans le sang du patient pour envahir ses cellules mus-
culaires, ou passant de I'intestin postérieur de 'insecte aux tissus sous-
cutanés de I’'hote vertébré ou il est alors capturé par des macrophages.
Le trypomastigote est extracellulaire et ne se multiplie pas (Dujardin
et al., 2000).

1.1.2 Le réservoir animal

Le réservoir animal du parasite est immense. On peut dire que tous les ani-
maux peuvent héberger le parasite et assurer son cycle complet, & exception
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des oiseaux et des amphibiens (Wéry et al., 1995). Cela ne signifie pas néces-
sairement que tous les animaux représentent le méme risques d’infection du
vecteur, car la présence du parasite dans le sang est fugace pour certaines
especes (cheval, bovins, etc.), alors qu’clle est plus durable dans d’autres
(marsupiaux).

Le role des animaux dans la circulation du parasite vers ’homme, en
particulier celui des animaux domestiques (chevres, cochons, chiens, poules,
etc), est plutét d’assurer aux insectes vecteurs une ressource alimentaire im-
portante pres des habitations humaines.

1.2 Les insectes vecteurs

La maladie de Chagas est principalement transmise &4 I’lhomme par de grosses
punaises hématophages appelées “triatomes”, ou “réduves”, de la sous-famille
des Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Le parasite est aussi transmis par
d’autres voies, moins fréquentes: les transfusions de sang, la greffe d’organes,
la transmission congénitale, la voie orale et finalement les accidents de labo-
ratoire.

Développement des Triatominae.

Le temps de développement des Triatominae est généralement assez long,
allant de quelques mois & plus de deux ans selon les espéces. Comme pour
d’autres insectes, les facteurs abiotiques tels que la température et ’humidité
affectent le développement, mais d’autres facteurs sont peut-étre plus impor-
tants encore, comme la source d’alimentation, la fréquence d’alimentation et
la densité des populations de I'insecte.

Il y a cing stades larvaires, L1, L2, L3, L4, et L5. Les mues sont de
type hémimétabole. Chaque stade est un “petit adulte™ il en a I'apparence
générale et le comportement, hormis celui du vol et de la reproduction. Les
larves n’ont pas d’ailes ni d’organes reproducteurs. Il est toutefois possible
de distinguer les sexes sur le dernier stade larvaire (L5) (Da Rosa et al., 1992;
Rodriguez-Sdnchez et al., 2003).

Les larves ne peuvent pas muer sans alimentation (quel que soit le con-
tenu du repas): elles doivent s’alimenter au moins une fois & réplétion pour
atteindre 1'étape suivante, et ¢’est la réplétion qui importe. L’étirement du
mur abdominal fournit le stimulus qui cause la séerétion de ’hormone de la
mue. Ce stimulus est nerveux, conduit par des nerfs au cerveau, et peut étre

14



produit par un repas d’eau si cette eau gonfle 'abdomen suffisemment.

La mue se produit & un intervalle défini apres la prise de sang, et seule-
ment un repas (complet) est nécessaire dans chaque stade larvaire. Environ
7 jours apres 'alimentation de la larve de cinquieéme stade (environ 4 jours
pour les autres larves), 'hémolymphe contient une hormone (ecdysone) qui
induira la mue, et les divisions mitotiques dans I’épiderme commencent (Rid-
diford, 2007).

La mue imaginale se produit normalement & la fin du cinquiéme instar. Si
les autres stades regoivent (expérimentalement) le sang des larves muantes de
cinquieme stade, elles peuvent initier une métamorphose précoce et dévelop-
per des caractéres adultes; si une larve de cinquiéme stade décapitée regoit
le sang d’une larve muante de quatrieme stade elle peut développer un stade
présentant les caractéres d’une larve plutét que d’un adulte (Wigglesworth,
1934).

Versatilité et opportunisme alimentaires.

La caractéristique biologique principale de la majorité des especes de
Triatominae est leur condition d’hématophagie stricte dans les cing stades
larvaires et les deux sexes adultes. L’'importance de la transmission du para-
site & I’homme ne repose pas seulement sur cette hématophagie de tous
les stades de développement des triatomes, elle est liée aussi et surtout a
l'aptitude des réduves & coloniser les habitations humaines (Schofield
et al., 1999; Pereira et al., 2006).

Les Triatominae peuvent donc se nourrir du sang de trés nombreux hétes
différents. Ils peuvent méme aller le chercher sur leur congénéres (Ryckman,
1951) (Figure-2). Toutefois, les oiseaux et les petits mammiféres semblent
étre la source principale de sang (Viana SantAnna et al., 2001). Les oiseaux
et les mammiféres ont pourtant des caractéristiques hématologiques trés dif-
férentes. Les oiseaux, par exemple, ont des thrombocytes. Ceux-ci jouent
la méme fonction que les plaquettes mammiféres, mais sont moins efficaces.
Les oiseaux semblent également manquer de quelques facteurs de coagulation.

En plus des repas de sang, les triatomes “retrouvent” parfois (ou n’auraient
jamais “perdu”) un comportement prédateur qui leur permet de se nour-
rir de ’hémolymphe d’autres arthropodes. Ainsi, I’étonnante “plasticité”
d’adaptation alimentaire qui semble caractériser les triatomes leur permet
d’adopter, & coté de I’'hématophagie considérée peut-étre a tort comme “obli-
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gatoire”, un comportement alimentaire alternatif (hémolymphagie) qui leur
assure la survie et le développement en 'absence de source de sang (Carbajal
de la Fuente et al., 2008) (Figure 2).

En matiere de comportement alimentaire, 'opportunisme semble étre
le maitre-mot, ce qui n’empéche pas certaines especes de développer une
véritable stratégie alimentaire: les femelles de T. pseudomaculata en mi-
lieu sylvestre et en état de souffrance nutritionnelle, multiplient les sites de
pontes ol elles ne déposent, a chaque fois, qu'un petit nombre d’ceufs afin
d’accroitre les chances de rencontrer un hote nourricier susceptible d’assurer
le développement des larves (Carbajal de la Fuente et al., 2008).

Figure 2: Hémolymphagie: Comportement alimentaire alternatif chez les
Triatominae.

1.2.1 L’habitat domestique et sylvestre

En milieu sylvestre, les Triatominae occupent principalement les nids d’oi-
seaux, les feuilles englobantes, les troncs de palmiers, les terriers de pierre de
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petits rongeurs et de marsupiaux, mais certaines espéeces ont colonisé I'habitat
de I'homme et des animaux domestiques.

Les insectes, qui développent un comportement principalement domi-
ciliaire et anthropophile une fois qu’ils ont infesté une maison (Grijalva
et al., 2005), sont habituellement cachés pendant le jour dans les crevasses
des murs et/ou dans la toiture des maisons construites avec des matériaux
précaires. Plus rarement, les maisons mieux construites peuvent héberger
I'insecte vecteur, en raison de l'utilisation des matériaux de mieux qualité
pour faire des toits.

Les insectes se nichent dans les crevasses des murs, et ne sortent que la
nuit pour s’alimenter sur les personnes endormies, ainsi que sur les animaux
domestiques. Les déjections rejetées sur ’hdte pendant le repas sanguin per-
mettent la transmission du parasite qui pénetre activement & travers la pean
lésée ou la muqueuse. En plus de ces effets directs sur la santé, le nombre
d’insectes venant s’alimenter sur les occupants représente une nuisance in-
acceptable. Les grandes quantités de sang que les triatomes sont capables
d’ingérer peuvent méme contribuer au développement d’anémies ferriprives
(paragraphe 1.3.1) (Schofield, 1981).

C’est grace & la domesticité que ces insectes deviennent des vecteurs im-
portants, mais c¢’est aussi grace a la domesticité que la lutte anti-vectorielle
de la derniére décade a obtenu des résultats majeurs dans la réduction de
cette endémie continentale (Dias & Schofield, 2004; Guhl & Lazdins-Helds,
2007).

Réinfestations

Méme lorsque les colonies d’insectes sont éradiquées d’une maison et
des abris environnants pour les animaux domestiques, les insectes peuvent
revenir a partir des plantes ou des animaux qui font partic du cycle antique
d’infection sylvestre naturelle, souvent attirés par la lumicre (Schoficld et al.,
1999; Zeleddn et al., 2001; Calzada ct al., 2006; Zeledén et al., 2006) et pro-
duire alors des réinfestations (Rojas de Arias, 2001; Schofield et al., 2006;
Dujardin et al., 2007).

Domestication

Le fait entomologique le plus observé aujourd’hui est la tendance a colo-
niser 'habitat de 'homme par de nombreuses especes (Noireau et al., 1994;
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Dujardin et al., 1998a; Schofield et al., 1999; Abad Franch et al., 2002; Wolff
& Castillo, 2002). De multiples candidats s’y “essaient” (“candidats vecteurs”,
“vecteurs secondaires”), obligeant & une vigilance accrue.

Selon (Dujardin et al., 2000), ce processus peut étre subdivisé en plusieurs
étapes: I'intrusion, la domiciliation, et la domestication.

1. L'intrusion ne serait que la présence d’adultes occasionnellement at-
tirés par les lumieres; les stades immatures ne seraient pas rencontrés,
& moins d’une ponte locale en cas d’intrusion par une femelle gravide.

2. La domiciliation surviendrait quand les adultes entrés par intrusion
dans le domicile y déposeraient des ceufs, que les larves pourraient
alors survivre et une colonie s’établir. Cette étape ne correspond pas
a une véritable domestication, car cette derniere suppose un lien en-
tre I'animal et I’homme. Un lien tel que 'animal domestique devient
dépendant de I'homme et I’accompagne dans ses transhumances.

3. Une domestication se définirait donc par une extension géographique
de la domiciliation en accord avec les migrations humaines connues.
Seules quelques espéces répondent aujourd’hui a ces criteres: Triato-
ma infestans, Rhodnius prolizus, Triatoma dimidiata (Dujardin et al.,
2000) et Triatoma brasiliensis (Borges et al., 2000).

Comme pour les réinfestations, 1'état du paysage et d’autres facteurs ex-
ternes, non identifiés, peuvent initier ou aider le processus de domestication.
Ainsi, on constate qu’a l'intérieur d’une espéce domestique donnée, certaines
populations géographiques restent sylvestres, d’autres s’adaptent aux struc-
tures artificiclles. Une composante environnementale est donc probable.

Mais puisque certaines espéces sont plus aptes que d’autres a coloniser
I’habitat domestique, & commencer par les vecteurs principaux, le détermin-
isme de cette adaptation a sans doute aussi une base génétique.

1.2.2 Lutte antivectorielle

Les Triatominae “domestiques” sont trés bien adaptés aux conditions sta-
bles qu'offre I'habitat humain. Comnme les populations domestiques de ces
triatomes ont probablement été fondées récemment elles n’affichent pas de
variabilité génétique importante (Dujardin & Tibayrenc, 1985; Garcia et al.,
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1995; Breniére et al., 1998; Ramsey & Schofield, 2003) et semblent trés vul-
nérables aux techniques modernes de lutte (Dujardin et al., 2000).

Pour que la lutte antivectorielle soit pleinement effective, elle doit cou-
vrir tout le territoire de 1’espéce cible, et toutes les maisons de ce terri-
toire. Un unique traitement a base de pyréthroides de synthese est capable
de les éliminer. Une vigilance post-traitement est requise pour faire face a
d’éventuelles réinfestations.

Acceptant ce défi, les gouvernements d’Amérique Latine ont décidé plu-
sieurs campagnes internationales de contréle, coordonnées par 'OPS (“Orga-
nizacién Panamericana de Salud”) et un comité intergouvernemental (“Comi-
té Intergubernamental”) composé des responsables nationaux de lutte et de
scientifiques, campagnes audacieusement orientées vers |’éradication com-
pléte des populations domestiques des principaux vecteurs (Schofield & Dias,
1999): Triatoma infestans dans le “Cone Sud” de I’Amérique du Sud, et Rhod-
nius prolizus dans les régions du Pacte Andin et d’Amérique Centrale.

1.3 Espeéeces de Triatominae étudiées dans cette these

Il existe au moins 137 especes de Triatominae (Galvdo et al., 2003), dont &
peu prés une douzaine représente un risque pour ’homme. Les trois espéces
considérées dans ce travail comptent un vecteur majeur, Rhodnius prolizus,
un candidat vecteur, Panstrongylus geniculatus et un vecteur d’importance
locale au Panama, R. pallescens, lui-méme candidat vecteur en Colombie. Ce
dernier est cependant notre centre d’intérét principal, car dans notre pays,
la Colombie, il représente une menace mal définie.

1.3.1 Rhodnius prolizus

R. prolizus (Figure 3) est considéré comme le principal vecteur de la maladie
de Chagas en Colombie, au Venezuela et dans certains pays d’Amérique Cen-
trale. Il est absent au Panama et au Costa Rica.
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Figure 3: Rhodnius prolizus, principal vecteur de la maladie de Chagas en

Colombie.

Développement

La durée de cycle de vie chez R. prolizus depuis le stade d’ceuf jusqu’au
stade adulte a été estimée entre 73 et 206 jours, en moyenne 117,7 jours
(Arevalo et al., 2007) quand ils ont été nourris sur la poule & 28 +/- 1 degrés
centigrades (C) et entre 75 et 80 % d’humidité relative (HR). D’autres au-
teurs ont trouvé un temps de développement similaire, de 114 jours, quand
les insectes ont été nourris sur la souris & 25 +/- 1 C et entre 75 et 80 % HR
(Lent & Valderrama, 1977).

Comportement alimentaire

La prise de sang par R. prolizus est plus ou moins efficace selon que
’héte animal est un oiseau (pigeon) ou un mammifere (souris) (Table 2)
(Viana SantAnna et al., 2001). Le cycle de développement est possible sur
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les deux hotes.

Espéce ~  Alimentation Pigeon Souris
Artificielle

R. prolizus 241 +/-74 195 +/-50 11.9 +/- 38

R. robustus 16.9 +/-2.0 133 +/-62 74 +/-4.2

R. nasutus 119+4+/-1.1 83+/-39 85+/-35

R. neglectus 83 +/-19 5.7+/-18 31+/-1.6

Table 2: Taux moyen +/- déviation standard d’ingestion de sang (mg/min)
chez quatre especes du genre Rhodnius nourris sur différents sources de sang.
(Viana SantAnna et al., 2001)

Ce qui surprend, c'est la quantité de sang ingérée: R. prolizus est capable
d’ingérer 300 mg de sang en 15 minutes. De telles performances semblent
étre une caractéristique des especes domestiques, de celles qui sont capables
d’avoir de hautes densités dans les maisons.

Le temps requis pour un repas de sang a réplétion a été 1ié a la taille du
spécimen et & l'activité de I'héte (Zeledén et al., 1977). Un étude compa-
rative de l'ingestion de sang chez T. infestans et R. prolizus suggeére que la
prise de repas sur souris chez T. infestans est plus efficace gue chez R. pro-
lizus quand les souris sont actives (Pereira et al., 1998). D’autres études ont
montré aussi une corrélation negative entre l'irritation de I'hote et le nombre
d’insectes qui s’alimentent avec succés (Schofield et al., 1986).

Domesticité

R. prolizus est une espece trés bien adaptée aux domiciles (Schofield &
Dujardin, 1999). En Amérique Centrale, elle est exclusivement “domestique”
(Dujardin, 1998; Dujardin et al., 1998b; Schofield et al., 1999). Cependant,
des populations sylvestres de cette espece ont été trouvés & Casanare (Colom-
bie) (Lépez et al., 2007) et & Barinas (Venezuela) (Feliciangeli et al., 2007).

Comme toute espece domestique bien adaptée, R. prolizus peut dévelop-
per des colonies tres denses. En Colombie, jusqu’a 11403 insectes ont pu étre
collectés dans une maison (Sandoval et al., 2000), et 7934 au Venezuela (Ra-
binovich et al., 1979). De telles densités peuvent causer une perte importante
de sang aux habitants, entrainant des anémies ferriprives (Schofield, 1981),
et bien siir le risque permanent d’une infection par T. cruzi.
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Morphométrie géométrique appliquée a R. prolizus

Des analyses morphométriques de la taille moyenne entre populations do-
mestiques, péridomestiques et de palmier de trois villages au Venezuela ont
montré des similitudes entre les environnements et les villages. La variance
de la taille a été plus petite dans le milieu silvestre (Feliciangeli et al., 2007).

L’analyse de la forme a montré que des individus provenants des palmiers
ont la méme conformation que des individus des milieux peridomestiques et
domestiques. L’absence de différentiation des formes peut étre attribuable a
la migration des individus de palmier vers les milieux peri et domestique. Ce
résultat, confirmé ensuite par I’étude des microsatellites (Fitzpatrick et al.,
2008), incrimine les populations silvestres comme une source de reinfestation
(Feliciangeli et al., 2007).

1.3.2 Rhodnius pallescens

Des 137 espéces de triatomes décrites & ce jour, une quarantaine d’entre elles,
appelées candidats vecteurs, possédent un potentiel invasif pour I’habitat hu-
main. R. pallescens (Figure 5) est le principal vecteur de la maladie de Cha-
gas au Panama, mais avec une particularité importante: il ne coloniserait
pas, ou peu, les maisons. 11 ferait la navette entre les palmiers et les maisons.
La capacité de R. pallescens & coloniser I’habitat humain reste un sujet peu
documenté. En Colombie, cette espece n’est pas responsable de la transmis-
sion & I'homme de T. cruzi, elle n'est pas rencontrée en milieu domestique,
ni méme ou rarement en milieu péridomestique.
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Figure 4: Rhodnius pallescens, candidat vecteur de la maladie de Chagas en
Colombie.

Développement

Chez R. pallescens le temps de développement, sur la souris ou sur le
pigeon, a été estimé a 126 et 212 jours, respectivement, a 25 +/- 3 degrés C
et 80 +/- 3 % d’humidité relative (HR) (Jurberg & Rangel, 1984). Dans des
conditions similaires (25 +/- 1 degrés C et entre 75 et 80 % HR), d’autres au-
teurs ont trouvé un temps de développement plus bas (111 jours) mais pour
les insectes nourris sur la poule plutdt que le pigeon ou la souris (Moreno-
Mejia et al., 1992).
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Comportement alimentaire

1. Panama.

R. pallescens a un habitat sylvestre connu, le palmier, en particulier At-
talea butyracea (Jaramillo et al., 2000). Ce triatome est zoophile mais
semble-t-il avec une préférence pour les mammiféres sauvages, princi-
palement 'opossum. Il a été trouvé également nourri sur la souris, la
poule et ’homme (Christensen et al., 1980; De Vasquez et al., 2004).

Il v a 40 ans, Pipkin (1968) rapportait une tendance & la domicilia-
tion chez cette espéce dans certaines localités rurales, prés du canal
de Panama. Les plus de 3200 spécimens récoltés étaient trouvés en
différents endroits du milieu domestique: a l’intérieur des maisons
(tous stades de développement), mais aussi dans les poulaillers et les
porcheries. Des spécimens étaient aussi collectés dans les refuges de
certains animaux sauvages comme l'opossum. Ces observations, sauf
pour l'opossum, n’ont pas été confirmées depuis par d’autres auteurs
(Calzada et al., 2006).

Calzada et al. (2006) a détecté récemment la présence de R. pallescens &
l'intérieur des domiciles, avec dans les tests d’identification du contenu
intestinal une grande prévalence d’origine humaine pour les spécimens
adultes de l'insecte (68.0%). Mais ces auteurs ne confirment pas un
cycle de vie intradomiciliaire de R. pallescens, mais suggerent que les
caractéristiques des maisons dans ces secteurs ruraux conviennent &
une adaptation progressive de R. pallescens a ’habitat humain. La
proximité entre les palmiers et les maisons dans cette région est un fac-
teur de risque évident. La découverte d’une larve infectée par 7. cruz:
& l'intérieur d’une maison implique, selon les auteurs, ’acquisition du
parasite par I’alimentation sur I’homme infecté ou sur tout autre ani-
mal domestique infecté. En effet, une larve ne vole pas et sa source
d’infection doit étre toute proche. Il est néanmoins surprenant de
ne rencontrer qu’une seule larve infectée sur I’ensemble des individus
étudiés.

D’autres auteurs ont analysé le tractus digestif de 200 larves provenant
des palmiers et ils ont confirmé que, dans cet habitat, 'opossum est la

source de sang la plus fréquente (Christensen et al., 1980). Un an aprés
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les mémes auteurs ont étudié le contenu intestinal des insectes domes-
tiques, peri-domestiques et sylvestres, ils ont trouvé du sang d’origine
humaine dans plus de la moitié des 1300 individus analisées. La deux-
ieme et troisieme sources d’alimentation importantes ont été ’opossum
et les oiseaux. Les auteurs ont proposé un comportement migrateur
bi-directionnel des larves et des adultes entre palmiers et maisons hu-
maines (Christensen & De Vasquez, 1981).

Apres 40 ans de recherches (sporadiques), des colonies intradomicili-
aires durables de R.pallescens n’ont pas été clairement confirmées.

2. Colombie.

En Colombie, R. pallescens est un candidat vecteur. Apres 19 années de
collectes sur terrain par le groupe de Chagas de I’'Université d’ Antioquia
(Medellin, Colombia), seuls 1766 spécimens ont été capturés dans les
villages et leurs abords: 3% intradomiciliaires, 8% peridomiciliaires et
89% dans les palmiers.

Les insectes collectés & I'intérieur des domiciles colombiens (la majorité
adultes, mais des larves ont aussi été collectées) ne 'ont été qu’une
seule fois, car dans des visites postérieures aux mémes endroits ces col-
lectes ont toutes été négatives malgré l'absence de lutte antivectorielle
(Dujardin et al., 2000). Cela donne & penser que les résultats positifs
étaient accidentels: des “intrusions” ou méme des cas de “domiciliation”
(paragraphe 1.2.1), sans lendemain.

Ce contraste entre les quelques recherches menées dans les deux pays
interrogent 1’homogéneité comportementale de R. pallescens. Parmi les dif-
férences notables signalons déja le nombre de spécimens capturés par rapport
a la durée des recherches: 1766 spécimens colombiens en 19 ans, 3600 spéci-
mens panameéens en 3 ans, remarquons aussi le contraste des taux d’infection
par T. cruzi: jusqu'a 72.2% au Panama (Calzada et al., 2006), 26% en
Colombie (comm. pers Dr. Jaramillo du Laboratoire de Chagas, Université
d’Antioquia, Colombie), et enfin les fréquentes allusions & la présence domi-
ciliaire ou péridomiciliaire de l'insecte au Panama, & son habitat sylvestre
préférentiel en Colombie.
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Domesticité

Au Panama, Pipkin (1968) a rapporté une tendance a la “domiciliation”
(paragraphe 1.2.1) chez cette espece dans certaines localités rurales, pres du
canal. Plus récemment, Calzada et al. (2006) a détecté la présence de R.
pallescens & l'intérieur des domiciles. Mais ces auteurs ne confirment pas
un cycle de vie intradomiciliaire ancien, ils suggerent que la proximité des
maisons avec les palmiers dans ces secteurs ruraux conviennent a une adap-
tation progressive de R. pallescens a I'’habitat humain.

En Colombie, R. pallescens n’a pas atteint comme au Panama le stade de
“domiciliation”, ¢’est un candidat vecteur responsable d’ “intrusions” domi-
ciliaires sporadiques (paragraphe 1.2.1). A ce jour, il reste donc une espece
sylvestre en Colombie, habitant préférencialement les palmiers du genre At-
talea (Jaramillo et al., 2000).

Morphométrie géométrique appliquée a R. pallescens

Cette variabilité régionale s’accompagne d’un polymorphisme considé-
rable de la morphologie de I'insecte (Figure 5)

Figure 5: Gamme de phénotypes de Rhodnius pallescens de différents ré-
gions géographiques de la Colombie. Variation de la taille moyenne et de la
pigmentatiorn.

Des analyses morphométriques ont confirmé de notables différences de
conformation de la téte et de l'aile entre populations colombiennes et de
Panama (Jaramillo, 2000; Jaramillo et al., 2002a) (Figure 6).
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Figure 6: Variation morphométrique de la conformation de la téte et d’aile
chez R. pallescens de cinq populations colombiennes (GA = Galeras; SBf =
San Bernardo descendants; SBp = San Bernardo parents; SO0 = San Onofre;
SC = San Carlos) et une population de Panama. Figure reproduite de la these
doctorale du prof. N. Jaramillo (Université d’Antioquia, Medellin, Colombie)
(Jaramillo, 2000)

Les différences de tailles paraissent correlées aux différences cytogéné-
tiques (Gémez-Palacio et al., 2008), suggérant 'existence de trois sous-popu-
lations génétiquement différentes. La région du Nord est classée comme
“forét tropicale séche” et les insectes de cette région présentent une taille ré-
duite et des différences significatives dans la conformation de laile et de la
téte (Jaramillo et al., 2002a). Les individus de la région du Nord présen-
tent une petite quantité d’hétérochromatine autosomique (cytotype A). La
région du Sud cst classée “forét tropicale humide” et les insectes de cctte
région présentent une taille moyenne plus grande et unc quantité d’hétéro-
chromatine autosomique plus importante (cytotype B). Finalement, la ré-
gion de I’Ouest, également une forét tropicale humide, présente les deux
cytotypes, A et B. Les populations de cette région apparaissent comme un
mélange hétérogene des formes du Nord et du Sud (Figure 7) (Gémez-Palacio
et al., 2008).
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Figure 7: Variation morphométrique de la taille et variation citogénétique
chez K. pallescens. Cercles: populations de la région du Nord: carrés: pop-
ulations de la région du 'Ouest; triangles: populations de la région du Sud.
Les Iréquences des cytotypes dans chaque région a été répresenté par des
“camemberts” graphiques (Blanc= Citotype A; Noire= Citotype B). Figure
modifiée de (Gémez-Palacio et al., 2008).

1.3.3 Panstrongylus geniculatus

Panstrongylus geniculatus (Figure 8) est une des especes de Triatominae les
plus largement distribuées (Lent & Wygodzinsky, 1979).



Figure 8: Panstrongylus geniculatus, vecteur secondaire de la maladie de
Chagas en Colombie.

Développement

Cette espece a besoin d’une humidité relative élevée pour se développer
(> 90%) (Miles et al., 1981). Pour cette raison elle est difficile & maintenir
dans les conditions de laboratoire, et il n’y a pas beaucoup d’études sur sa
biologie. On connait néanmoins son temps de développement: chez P. geni-
culatus nourri sur la poule, élevé & 26 +/- 3 degrés C et 90 +/- 10 % HR, il
a été estimé a 274.8 jours (Cabello & Galindez, 1998).

Cette étude (Cabello & Galindez, 1998) a aussi montré que P. genicula-
tus a une longevité moyenne qui oscille entre 33.7 et 39.8 semaines, ce qui
est considéré élevé, une faible capacité de dispersion (c’est une généralité
chez les Triatominae, sauf quelques exceptions), et une résistence au jetine
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de quelques deux & trois mois, plus courte que celle par exemple d’un T.
infestans jusqu’a 7 mois, (Borda, 1972).

Domesticité

Selon Cabello & Galindez (1998), les caractéristiques biologiques de P.
geniculatus en font une espece présentant moins de risques que d’autres de
coloniser des maisons humaines. Malgré cela, plusieurs auteurs observent que
cette espece affiche un réel potentiel de domiciliation (Valente et al., 1998; Va-
lente, 1999; Reyes-Lugo & Rodriguez-Acosta, 2000; Wolff & Castillo, 2000).

Au Brésil, elle a été associé aux enclos des porcs, trés proches des maisons.
Les porcs ont été trouvés infectés par T. cruzi (Valente et al., 1998; Va-
lente, 1999). Au Venezuela elle a été trouvée associée aux rats (Reyes-Lugo
& Rodriguez-Acosta, 2000). Plus récemment, elle a été trouvée dans les
maisons, ou il lui arrive méme de partager ’espace de R. prolizus; elle s’y
trouve néanmoins en trés petites quantités (Feliciangeli et al., 2004). En
Colombie aussi, elle a pu étre collectée & I'intérieur des maisons (Wolff &
Castillo, 2000).

Morphométrie géométrique appliquée & P. geniculatus.

Des études morphométriques de spécimens colombiens de P. geniculatus
ont montré une diminution de la taille de la téte et des ailes en passant du
milieu naturel au laboratoire. Ces changementes phénotypiques évoquent
ceux décrits pour les populations domestiques des grands vecteurs (Jaramillo
et al., 2002b).
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1.4 Morphométrie geométrique

La morphométrie géométrique s’est développée a partir de données décrivant
mieux la forme des objets, soit des coordonnées de points anatomiques, soit
des coordonnées décrivant des contours. Les méthodes de morphométrie
géométrique permettent donc, en plus de I’étude de la taille des organismes,
I'étude de leur forme, de leur “géométrie”. Ces méthodes offrent des outils
analytiques et graphiques puissants pour quantifier et visualiser les variations
morphologiques entre individus (Rohlf & Marcus, 1993).

Plusieurs approches permettent de quantifier la forme des organismes
(Rohlf, 1986), nous avons utilisé I’approche appelé “Generalized Procrustes
Analysis” (GPA) basée sur la configuration de points de reperes (PR, ou
“Landmarks” en anglais) répartis sur un organe, en général I'aile quand il
s’agit d’insectes.

Quelle que soit ’approche utilisée, la forme des individus est décrite &
partir de fonctions mathématiques qui décomposent les variations de formes
en parametres utilisables par les analyses statistiques classiques. En ce qui
concerne la morphométrie géométrique basée sur les PR, la comparaison des
formes est basée sur 1'idée simple d’une superposition: en cas d’identité,
et & condition d’éliminer les différences de taille, deux formes superposées
n’en feraient plus qu’une (Rohlf, 1999; Slice, 2001; Klingenberg, 2002; Adams
et al., 2004). Les étapes principales sont donc les suivantes:

1.4.1 Collecte des points repéres (PR)

Chaque PR d’un organe est représenté par deux coordonnées dans un sys-
teme d’axes arbitraire (en ce qui nous concerne, il a été celui de 1’écran de
'ordinateur). Pour chaque individu (chaque aile ou téte) le méme nombre de
PR est collecté, et dans le méme ordre. C’est I’étape de digitalisation, aidée
par des programmes informatiques spécialisés (Figure 9).
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Figure 9: Capture d’écran du module COO (http://www.mpl.ird.fr/mor-
phometrics) utilisé pour digitaliser une image, & savoir pour enregistrer les
coordonnées de différent points repéres.

1.4.2 Elimination des artéfacts de variation

Une fois tous les individus digitalisés, les coordonnées affichent des différences
de position qui ne sont pas entierement attribuables & des variations na-
turelles. En effet, les configurations de PR n’ont pas été enregistrées pour
chaque individu au méme endroit de ’écran, ni dans la méme orientation.
Il faut donc éliminer ces variations artéfactuelles, avant de tenter une su-
perposition des formes. La position de chaque configuration est rapportée
en un point unique de l’espace par une simple translation sur les deux axes,
I'abscisse et 'ordonnée. L’orientation est calculée selon I'angle qui sépare
chaque configuration d’une configuration moyenne, dite configuration consen-
sus (Rohlf & Slice, 1990). Différents criteres d’optimalité peuvent étre util-
isés pour “décider” d’une superposition correcte, nous avons choisi d’utiliser
le critere le plus fréquemment utilisé, celui des moindres carrés. La super-
position est supposée optimale quand la somme des distances entre les PR
homologues est la plus petite. Cette approche peut engendrer des artefact
visuels (effet “Pinocchio” !).

! Lorsque le critére des moindre carrés est utilisé pour superposer les PR homologues
de deux objets, les différences de position a chaque PR sont répercutés sur 'ensemble des
PR.
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1.4.3 Ajustement & une taille unitaire

1l faut aussi bien stur éliminer les différences de taille entre les formes, sans
quoi une superposition correcte serait de toutes facons impossible. Cette
étape correspond a une division de chaque coordonnée par la taille centroide
(TC) de la configuration (Bookstein, 1986) (Figure 10). L’estimateur de taille
isométrique en morphométrie géornétrique est appelé “taille centroide” car il
utilise le centre de la configuration des PR. Ce centre a pour coordonnées
la moyenne des coordonnées sur 'abscisse et la moyenne des coordonnées
sur 'ordonnée. La TC se calcule comme la racine carrée de la somme des
distances au carré entre le centre géométrique de la configuration de points
(centroide) et chaque PR.

e A BT MR A S

Figure 10: La taille centroide est calculé comme la racine carrée de la somme
des distances au carré entre le centre géométrique (centroide) de la configu-
ration de points et chaque points repére.

Ces opérations menées sur les coordonnées initiales ahoutissent a des coor-
données dites “résiduelles” (Figure 11).
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® R. pallescens_poule
® R. pallescens_rat

Figure 11: Coordonnées résiduelles. Il est déja possible de repérer visuelle-
ment les régions de 'organe qui ne se superposent pas bien, ¢’est-a-dire celles
qui montrent des différences de conformation. Il faut toutefois tempérer
cette affirmation lorsque la superposition de Procrustes utilise le critere des
moindre carrés pour optimiser la superposition (effet “Pinocchio” paragraphe
1.4.2).

1.4.4 Perte des degrés de libertés

Les coordonnées dites “résicluelles” (Figure 11) décrivent les formes naturelles
dans un espace non-euclidien, et cela au prix d’une perte de degrés de libertés
2 limitant les possibilités d’analyse statistiques classiques. De plus, comme
ces coordonnées ont été orientées dans la direction de la configuration con-
sensus, cette derniere doit étre utilisée comme référence pour le calcul des
écarts a la moyenne. Ces écarts deviendront les variables de conformation:
il s’agit des distances entre chaque PR et le point homologue de la configu-
ration consensus. De nouvelles coordonnées doivent donc étre calculées.

C’est une étape plus complexe d'un point de vue mathérmatique. Il n’est
pas nécessaire de la décrire ici, nous en offrons cependant un bref résumé car
de ces opérations est né un jargon abondant et parfois obscur pour les non
spécialistes.

2Quatre degrés de liberté (ddl) sont perdus. La translation signifie la perte de deux
ddl car il y a deux coordonnées a changer, la rotation fait perdre un seul ddl {(un angle
change), et I'ajustemnt & une taille unitaire représente la perte d’un quatrieme ddl
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On peut se contenter d’un analyse en composantes principales (ACP)
des différences entre chaque PR et le PR correspondant de la configuration
de référence (appelées “résidus procrustéens”). Cela permet de décomposer
la variation des écarts en ses composantes principales afin de visualiser les
changements principaux et de connaitre leur contribtion a la variation totale
(Zelditch et al., 2004).

On peut aussi choisir de générer des variables de conformation en utilisant
'equation des plaques minces (“Thin Plate Spline analysis” en anglais) issues
de l'analogie avec la physique des plaques métalliques infiniment minces. Une
déformation localisée demande plus d’énergie qu’une déformation globale.
Cette analyse décompose 'énergie (la “bending energy matrix” en anglais,
(Figure 12)) & la fagon d’une analyse en composante principale, et les “résidus
procrustéens” sont projetés dans I’espace des axes principaux en utilisant les
vecteurs propres correspondantes (appelées “principal warps” en anglais).

Ainsi sont produites dans un espace euclidien les valeurs des “défor-
mations partielles” (appelées “partial warps (PW)” en anglais). Nous les
appelleront PW dans le présent travail.

Ces variables permettent de générer des grilles de déformation dont on
peut gérer les valeurs d’amplification, et qui permettent de visualiser les dé-
formations d’un individu a l’autre, d'une population & l’autre, d’une espece
a 'autre, etc.
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Figure 12: Exemple de la matrice dite “bending energy™ elle est entierement
construite a partir de la configuration consensus. Cette derniére y est repro-
duite deux fois, verticalement et horizontalement (bleu), et on y trouve aussi
toutes les distances (élevées au carré) entre ses propres points repéres. Cette
matrice permet la production des déformations partielles (“Partial Warps”,
ou PW) par la projection des valeurs observées (apres superposition de Pro-
crustes, paragraphe 1.4.2) d’un espace non-euclidien vers un espace euclidien,
lequel passe tangentiellement par la configuration moyenne (consensus).

Les différences de formes entre individus ou échantillons sont alors ana-
lysées par le biais des méthodes statistiques multivariées classiques réalisées
sur les parametres obtenus a partir des fonctions d’ajustement.

1.4.5 Erreur de mesure

En morphométrie géométrique, comme en morphométrie traditionnelle, 'er-
reur de mesure existe & plusieurs niveaux. On peut recenser les principales
sources d’erreur comrme suit:

1. Erreur méthodologique.
La préparation du matériel biologique. Dans notre cas, par exemple,
le montage des ailes utilisant tel ou tel milieu de montage, ou aucun
milieu. Dans ce travail, les conditions ont été comparables pour tous
les groupes comparés.

2. Erreur instrumentale.
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La technique de prise d’image, par chambre claire, par scanner, ou
par photographie digitale. Les images peuvent avoir des résolutions
différentes, les objectifs peuvent présenter des distorsions optiques en
périphérie, etc. Dans les trois expériences de cette these nous avons
utilisé le méme appareil photo numérique (Nikon 990 Coolpix) fixé a
une loupe binoculaire Nikon SMS 800.

3. Erreur personnelle.
La collecte des points repéres, en une session ou plusieurs, par la méme
personne ou par des personnes différentes, cte. Dans les trois expéri-
ences de cette these, la méme personne a collecté les PR.

Arnqvist & Mirtensson (1998) proposent une estimation de l'erreur de
mesure (EM) par le rapport entre la variance interindividuelle et cette vari-
ance plus la variance intraindividuelle, étant entendu qu’une telle variance
existe des lors que analyse considére les mémes individus mesurés (au moins)
deux fois. Cette estimation porte le nom de “répétabilité” (Arnqvist &
Miértensson, 1998). Ces auteurs constatent que ’EM est volontiers plus im-
portante pour la conformation que pour la taille, et qu’elle n’est pas répartie
uniformément sur toutes les variables de conformation. En particulier, ils
notent que cette erreur est nettement plus importante sur les dernicres com-
posantes principales (“relative warps”, RW), et semble minimisée sur les tout
premiers axes.

Nous avons vérifié cette constattion sur un échantillon de notre propre
matériel.

1. Erreur personnelle. Sur unc vingtaine d’ailes, la “répétabilité” en-
tre deux sessions de mesure par la méme personne a été de 0.99
pour la taille, de 0.99 pour le RW1, 0.88 pour le RW2 puis, de fagon
décroissante, jusqu’a 0.010 pour le dernier RW.

2. Erreur instrumentale. Sur une trentaine d’ailes, la “répétabilité” en-
tre deux sessions de photographie a donné des résultats presque
parfaits pour la taille (R = 0.99) et les trois premiers RW (0.99, 0.89,
0.78), nettement moins bons sur les derniers RW (0.38, 0.65, 0.03).

3. Erreur méthodologique Nous avons estimé la “répétabilité” (R) des
mesures prises sur des ailes montées entre lame et lamelles sans mi-
lieu de montage, puis avec un milieu de montage (Entellan). Les trois
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premiers RW ont donné un “R” de 0.88, 0.82 et 0.32, les trois derniers
RW 0.23, 0.15 et 0.42. Ces valeurs ne sont pas tres satisfaisantes, celles
de la taille I'a été encore moins: R = 0.32 ! En fait, la taille grandit
quand l'aile est fixée dans un milieu de montage.

1.4.6 Dimensionnalité

L’usage des quelques premiers RW plutdét que de 'ensemble des PW aurait
donc pour effet bénéfique de réduire 'impact de 'EM (Arnqvist & Méartens-
son, 1998). En outre, cette pratique permettrait de réduire le nombre de
variables.

Si T'on adopte cette pratique, il reste & décider du nombre pertinent de
RW a utiliser dans les analyses. A ce sujet, les regles sont subjectives et se
basent en général sur la contribution des RW & la variation totale (les “RW”
sont des composantes principales).

Récemment, Baylac & Friess3 (2005) ont proposé un critére quantitatif
basé sur la reclassification des individus. Le choix du nombre de RW dépend
des performances de reclassification aprés analyse discriminante. On peut
étre conduit ainsi & choisir un nombre de RW plus grand que prévu par leur
simple représentativité (Baylac & FriessB, 2005).

Nous avons utilisé ce critére pour choisir le nombre optimum de RW
dans les analyses comparant le milieu naturel et le laboratoire (paragraphe
6.2), celles comparant des colonies élevées dans des conditions différentes de
densité et de régime alimentaire (paragraphe 6.3), et dans certains cas pour
les analyses comparant les sources d’alimentation (paragraphe 6.4).
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2 Changements phénotypiques en fonction du
milieu chez quelques vecteurs de la maladie

de Chagas: ETAT DE LA QUESTION

La question est globalement la suivante:

Quelle signification donner aux changements métriques observés
chez les espéces de Triatominae étudiées entre leur milieu naturel
et le milieu domestique 7

Cette question en contient en fait beaucoup d’autres, comme par exemple:

1. S’agit-il de changements semblables quelle que soit 'espece 7
2. Sont-ils systématiquement observés 7

3. Quels sont les facteurs qui les déterminent ?

4. Sont-ils réversibles ?

5. Ont-ils une signification épidémiologique 7

6. Ont-ils une signification évolutive ?

Nous ne pouvons pas prétendre répondre & 'ensemble des questions, mais
notre travail apporte des éléments de réponsc et des nouvelles pistes pour
¢lucider de telles variations morphologiques, plusieurs fois reportées dans la
littérature. En effet, des études antérieures ont mis en évidence une tendance
qui semble assez générale chez un Triatominae soit déplacé en laboratoire,
soit comparé entre ses foyers sylvestres et domestiques: sa taille diminue
(Dujardin et al., 1997b; Soares, 1997; Dujardin et al., 1998a, 1999a; Schofield
et al., 1999; Jaramillo et al., 2002b), la variance de ses dimensions augmente
(Dujardin & Casini, 1996; Feliciangeli et al., 2007), des phénodéviants ap-
paraissent (mais survivent) et il y a des changements dans la couverture
antennaire (Catald et al., 2004).

Ces mémes études ont montré que ces modifications ne surviennent pas
avec la méme intensité, ou la méme chronologie dans les deux sexes (Dujardin
et al., 1999b). Nous pensons qu’ils pourraient aussi présenter des différences
de degré selon les especes.
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2.1 Milieu sylvestre, milieu domestique et environne-
ment de laboratoire

Du fait de la variabilité phénotypique existante, I’hétérogénéité du milieu
peut opérer une sélection des phénotypes les plus adaptés. Cette hétérogénéité
de I'environneiment peut avoir des effets considérables a tous les niveaux de
I'organisation biologique, depuis le comportement des individus jusqu’a la
dynamique des populations.

Mais quels sont les facteurs environnementaux agissant sur le phénotype
(comportement, morphologie, etc.) et qui different typiquement entre le mi-
lieu sylvestre et le milieu domestique ? Ils sont sans doute nombreux, mais
parmi les premiers qui viennent a ’esprit, nous pouvons certainement citer
les suivant: la multiplicité et la nature des sources de sang, la fréquence des
repas de sang, la densité des populations (toujours plus élevée en ilieu do-
mestique), la présence de prédateurs, les écarts de température.

Nous en retiendrons trois qui sont controlables & peu de frais en conditions
expérimentales: la source d’alimentation, la fréquence d’alimentation et la
densité des populations.

1. Densité des populations.

En milicu sylvestre, la densité des populations d’'une espeéce est toujours
basse relativement aux populations domestiques. La raison principale
tient aux caractéristiques de la source de sang: les hotes sauvages sont
moins casaniers que I’homme, ils représentent également une source de
sang moins abondante par nid. En outre, les hotes eux-mémes sont
volontiers des prédateurs (Ryckman, 1962).

2. Sources d’alimentation.

En milieu sylvestre cette source est certainement plus variée et moins
stable qu’en milieu domestique. Un nid ou un terrier est moins durable
qu’une maison, et il arrive que les triatomes d’un nid restent en place
alors que le nid est désoccupé. Bien souvent, le triatome est alors
& l'affut, et se nourrit d’hoétes de passage (petits rongeurs, oiseaux,
etc.). Les individus qui ont eu moins de chance et se trouvent en état
de détresse nutritionnelle vout déclancher les préparatifs du vol et se
déplacer, apparcinment au hasard, & la recherche d'un endroit plus
favorable.
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3. Fréquence d’alimentation.

Ce qui est dit plus haut permet de comprendre que le triatome en con-
ditions sylvestres doit pouvoir supporter de longues périodes de jeiine.
En laboratoire, un adulte peut rester sans nourriture pendant plusieurs
mois (Dr. Jean-Pierre Dujardin, comm pers). C’est certainement un
stress non négligeable en conditions sylvestres, et qui a été invoqué pour
expliquer la taille plus grande des individus sylvestres relativement aux
individus domestiques (Jaramillo et al., 2002b; Rodriguez et al., 2007).

2.1.1 Plasticité phénotypique

La plasticité phénotypique est la capacité d’'un méme génotype a ex-
primer différents phénotypes en fonction de I’environnement (Gordon, 1992;
Scheiner, 1993; Via et al., 1995; Futuyma, 1998; Agrawal, 2001; Pigliucci,
2005; Garland & Kelly, 2006; Pigliucci et al., 2006).

La gamme des phénotypes qu’un génotype donné peut produire une fois
exposé a des conditions environnementales nouvelles est appelé sa norme de
la réaction.

Elle est peut &tre adaptative ou non (Pigliucci et al., 2006), exprimée aux
niveaux comportementaux, biochimiques, physiologiques ou morphologiques
(Garland & Kelly, 2006). Elle peut étre labile, transitoire, réversible ou ir-
réversible (West-Eberhard, 1989; Scheiner, 1993; Gabriel, 2005).

La plasticité phénotypique est reconnue comme un moyen d’adaptation
important & des changements écologiques & court terme. Elle peut étre éva-
luée pour certains caractéres morphologiques (e.g. ailes, tétes) et pour des
caractéres plus directement associés & la valeur sélective, comme le temps de
développemnt ou la survie.
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Phénotype (taille moyenne et variance)

E1 E2

Figure 13: Présentation graphique type de la norme de reaction. On voit
ici différents scénarios de changement phénotypique dans la transition d'un
environnement (E1) & un autre (E2). La norme placée au milieu (de couleur
rouge, voir fleche) représente ce qui a été observé en général du milieu
sylvestre (E1) au milieu domestique (E2): une diminution de taille, une aug-
mentation de la variance.

Comme nous le vérifierons dans cette these, des normes de réaction peu-
vent étre non-paralleles entre génotypes: elles se présentent un peu comme
sur la Figure 13 si les trois exemples sont trois lignées isofemelles. Cette
interaction génotype / environnement suggere 'influence du génotype sur la
réponse plastique. Il apparait ainsi que la norme de réaction peut différer
selon le génotype. Dans la nature, I'une ou l'autre pourra étre sélectionnée,
selon le milieu. A long terme, la plasticité constitue donc un caractére en
tant que tel, susceptible d’étre sélectionné s’il est bénéfique.

C’est le cas lorsqu’il est avantageux pour une espece de produire des indi-
vidus au développement tres flexible, capable de s’ajuster aux conditions de
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Penvironnement. Au niveau de population, la plasticité phénotypigue dans le
comportement et d'autres traits peuvent faciliter la colonisation de nouveaux
habitats (Price et al., 2003; Price, 2006).

C’est la question ouverte et abordée par notre these: 'habitat domes-
tique a-t-il été conquis par les espéces les plus plastiques 7 A-t-il ensuite
sélectionné la plasticité phénotypique des insectes qui ont réussi cette con-
quete? Dans 'hypothese de Pigliucei (2005), la plasticité phénotypique qui
a permis a certains génotypes de s’adapter & un nouvel environnement est
ensuite soumise elle-méme & une contre-selection du fait des son cofit sou-
vent trop élevé pour certains génotypes (Schlichting & Pigliucct, 1998) (para-
graphe 2.1.5). En d’autres mots, la sélection devient “stabilisante” (au sens de
Schmalhausen), les organismes “canalisent” (voir ci-dessous) leur développe-
ment vers un phénotype optimum.

2.1.2 Canalisation

La canalisation est la propriété des voies de développement & produire les
mémes phénotypes malgré des perturbations génétiques et environnementales
(Figure 14). C’est Waddington qui, dans les années 1940, avait proposée le
terme de “canalisation” (Waddington, 1942, 1955), et il aura été nécessaire
d’attendre plusieurs décades pour en révéler certains mécanismes molécu-
laires (Paragraphe 2.1.4).

Figure 14: Paysage épigénétique de Waddington (1942). La topographie
du paysage génétique représente une prédétermination de suivre une voie de
développement particulier.



La canalisation réduit la variabilité inter-individuelle en dépit des vari-
ances génétiques et environnementales sous-jacentes, elle est en général ap-
préciée par la variance morphologique an sein d’un échantillon.

Intuitivement, elle pourrait étre considérée comme le pendant de la plas-
ticité phénotypique, voire relever des mémes mécanismes physiologiques ou
moléculaires. Il est toutefois clairement établi que “canalisation” et “plasti-
cité” sont deux phénomenes indépendants (Debat et al., 2000).

2.1.3 Instabilité de développement

Ce concept fait référence a un ensemble d’événements indépendants, aléa-
toires qui peuvent perturber la trajectoire normale du développement et
mener a des variations stochastiques dans la croissance. L’instabilité de
dévcloppement est mesurée par I'asymétric fluctuante. Nous n’avons pas
mesuré ’asymétrie fluctuante parce que nous nous sommes intéressés aux
modifications qui surviennent entre deux environnements, le milieu
sylvestre et le milieu domestique (paragraphe 7.4).

La stabilité de développement fait donc, elle, référence aux processus
qui résistent aux perturbations du développement. 1l ne faut pas confondre la
stabilité de développement et la canalisation: la premiére agit au sein
d’un environnement donné, la seconde intervient entre deux environ-
nements. La canalisation (paragraphe 2.1.2) et la stabilité du développe-
ment sont considérées comme les deux composantes de 'homéostasie du
développement, c’est-a-dire du contréle général de la variabilité phénotypique
(Debat & David, 2001).

2.1.4 Mécanismes moléculaires de la canalisation - Epigénétique

Nous citerons principalement deux publications importantes apportant une
démonstration de mécanisimes génétiques expliquant comment en apparence
des variations phénotypiques induites par le milieu deviennent héréditaires.

1. Hsp90

La protéine chaperone Hsp90 est proposée comme une agent molécu-
laire de canalisation (Rutherford & Lindquist, 1998). Une réduction de
la fonction de cette protéine de choc thermique, conduit a 'apparition
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d’une série de défauts liés au développement dus & des mutations qui
préexistaient dans le génome mais étaient silencieuses (c’est-a-dire ne
produisaient pas d’altérations visibles).

Rutherford & Lindquist (1998) ont remarqué que, dans des lignées
de drosophiles hétérozygotes, contenant une copie mutée et une copie
sauvage de Hsp90, et dont le taux de Hsp90 est réduit de moitié, un
certain nombre d’anomalies (yeux et ailes mal formés par exemple)
apparaissent dans un faible pourcentage de cas (moins de 5 %). Ces
défauts sont liés a la Hsp90: ils peuvent aussi étre induits chez des
mouches “sauvages” (contenant deux copies fonctionnelles de Hsp90) si
on inclut dans leur nourriture de la geldanamycine, une molécule con-
nue pour étre un inhibiteur puissant de Hsp90.

Rutherford et Lindquist montrent ensuite, par une analyse génétique
rigoureuse, que des altérations bien particulieres (par exemple, les yeux
mal formés) deviennent transmissibles apres quelques générations méme
en 'absence du stimulus (fonction réduite de la protéine Hsp). Les au-
teurs montrent ainsi que la Hsp90 n’est pas la cause directe de ces
altérations morphologiques, mais que la réduction de son taux a per-
mis I’expression de mutations préexistant dans le génome, préexistante
mais jusqu’alors silencieuses.

Une diminution de fonction de la Hsp90 révele des mutations cryp-
tiques. La fonction normale de Hsp90 est donc l'inverse, c’est-a~-dire de
rendre silencieuses des mutations qui ne demanderaient qu’a s’exprimer
(Vervoort, 1999).

Le réle de la Hsp90 éclaire ainsi deux concepts phares de Waddington:
la canalisation et ’assimilation génétique.

. Hormone juvénile.

D’autres chercheurs (Susuki & Nijhout, 2006) ont mis en évidence I’exis-
tence d’un autre agent de canalisation chez des chenilles de papillons.
1l s'agit de I'hormone juvénile, une hormone du développement, im-
pliquée entre autres dans la pigmentation.
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La chenille du papillon de nuit Manduca sexta est typiquement verte,
mais il en existe un mutant noir. La mutation en question est carac-
térisée par unc diminution du taux de ’hormone juvénile.

Les chenilles mutantes, noires, présentent une certaine variation de
coloration quand elles sont soumises & des chocs thermiques: parmi
les noires, des formes plus ou moins vertes apparaissent parfois. Ces
chercheurs ont croisé cntre cux, d’un coté les individus devenus tres
verts apres le choc thermique, de l'autre, ceux restés trés noirs.

Au bout d’un certain nombre de générations, les descendants des noirs
restent noirs méme lorsqu’on leur inflige un choc thermique (“assimila-
tion génétique”). Les descendants de ceux qui tendaient & devenir
verts apres le choc sont, quant & cux, de plus cn plus sensibles & la
température, ct de plus cn plus verts quand il fait chaud. Chez ces
mutants, la “canalisation” a été levée. Et comme la mutation a pour
effet de diminuer le taux d’hormone juvénile, on en déduit que cette
hormone est un agent de canalisation.

2.1.5 Importance évolutive de la plasticité phénotypique

La plasticité phénotypique est typiquement induite par hétérogénéité environ-
nementale, ou “stress” environnemental, qu’il soit biotique (par exemple la
présence d'un prédateur) ou abiotique (par exemple la température) (Harsh-
man et al., 1999; Wilson & Franklin, 2002; Berrigan & Scheiner, 2004; Gabriel,
2005). Elle peut aussi étre induite par des changements internes. Son impor-
tance évolutive ne se comprend que si l'on admet qu'un génotype n’exprime
qu’'une partie de son patrimoine, et qu’il est capable d’en exprimer d’autres
en fonction de signaux extérieurs, ou intérieurs. La séquence d’opérations
impliquées inclut a peu pres les étapes suivantes:

1. Quelque chose dans l’environnement change, ou un nouvel environ-
nement est rencontré (cfr. E2 Figure 13).

2. L'organisme pergoit ce changement, parfois méme il anticipe (Tauber
et al., 1986).

3. L'organisme change I'expression d'une variation génétique “cachée”, il a-
dopte une autre option de développement, parmi celles que son génotype
contient (Figureld).
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4.

(]

L’expression modifiée produit des phénotypes additionnels ou alterna-
tifs mieux adaptés (ou non) au changement environnemental (Garland
& Kelly, 2006)

Apres un certain nombre de générations dans le nouvel environnement
- et Waddington avait déja montré que cela peut étre rapide, tous les
individus ont un profil génétique issus des premiers individus modifiés,
et leur phénotype peut persister méme si I'on revient aux conditions
environnementales antérieures. Il y a “assimilation génétique”.

L’histoire ne s’arréte pas 1a. Selon Pigliucci (2005), il faut s’attendre &
ce que les nouveaux phénotypes. c’est-a-dire les options de développe-
ment selectionnées, perdent progressivement de leur plasticité car cette
derniére a un couit. La selection a long terme s’opérera dans ce sens:
les phénotypes qui persisteront seront ceux qui jouiront du meilleur
équilibre entre la valeur adaptative et le coat de la plasticité.
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3 OBJECTIFS de notre étude

Notre objectif & long terme est de trouver dans la variation morphologique
des indicateurs susceptibles d’évaluer le potentiel adaptatif des triatomes a
I’habitat domestique.

Nous les cherchons dans I'aptitude de I'insecte & modifier sa morphologie
en fonction de I’environnement. Nous tenterons donc

1. de mesurer ces modifications,
2. de les comparer d'une population ou d’une espéece a 'autre,
3. d’identifier les facteurs environnementaux actifs,

4. et de mettre en paralleles les changements observés avec ceux connus
chez les vecteurs importants.

Nous nous concentrerons sur unc espece importante ¢cn Colombie, R. pa-

llescens, qui s’approche de I'habitat sans réussir & le coloniser (“intrusion”),
tandis qu’au Panama clle semble déja engagée dans la voic de la domestica-
tion (“domiciliation”).
Nous tenterons certaines comparaisons avec K. prolizus, une espece domes-
tique avérée, ainsi qu’avec P. geniculatus, une espéce classiquement sylvestre
dont certaines populations afficheraient une tendance 4 la domestication (in-
trusion, domiciliation).
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4 HYPOTHESE de travail

L’acquisition d’un rdle vectoriel suppose une certaine plasticité phénotypique
car l'insecte sylvestre doit s’adapter a des conditions environnementales assez
différentes. Dans la littérature, les modifications morphologiques associées a
la domestication seraient de méme nature d’une espece a l'autre, a savoir
une réduction de la taille générale de I'insecte (Zeledén et al., 1977; Dujardin
et al., 1997a; Jaramillo, 2000; Jaramillo et al., 2002b; Catald et al., 2004) .

Selon notre hypothése, la réaction plastique au milieu domestique irait

toujours daus le méme sens (réduction de la taille) mais pourrait étre d’ampli-
tude différente cn fonction des especes.
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5 METHODOLOGIE

Aprés une bréve mise au point sur les techniques statistiques d’analyse de la
plasticité phénotypique, pour une partie de laquelle nous développerons ici
un logiciel propre, nous appliquerons nos capacités de mesure & des change-
ments environnementaux affectant plusieurs especes de Triatominae.

Nous progresserons en trois étapes, de I’'observation simple a I’expérimen-
tation de laboratoire. Les trois étapes impliqueront R. pallescens.

1. Dans la premiere étape, nous vérifierons, sur R. pallescens et sur Pans-
trongylus geniculatus, les observations faites dans la littérature. Dans
cette analyse, nous comparerons ces deux genres entre leur foyer na-
turel et la premiére génération d’adultes obtenue en laboratoire.
L’idée est de vérifier par nous-méme les rapports d’autres auteurs sur le
caractere systématique du changement morphologique quelle que soit
I'espéce: une diminution de la taille, une perturbation de la variance.
Nous ne maitriserons ici qu’'un seul parameétre, celui de ’habitat en
général, sylvestre ou artificiel (laboratoire), sans savoir a quels change-
ments précis les espéces ont été soumises, ni dans quelles conditions.

2. L'étape suivante simulera en laboratoire des parametres typiques des
habitats sylvestres et domestiques (paragraphe 2.1): la fréquence
d’alimentation (hebdomadaire et mensuelle) et la densité des pop-
ulations (40 ct 120 individus par flacon). L’expérimentation portera
sur une source de sang unique, la poule, entre des lignées consanguines
de R. pallescens

3. Dans la derniére étape, nous examinerons en laboratoire les change-
ments survenant sur 'insecte nourri sur la poule ou sur le rat. Dans
cette expérimentation, nous contrdlerons non seulement la source de
sang, mais aussi la variabilité génétique des insectes en utilisant des
lignées isofemelles. Deux espéces seront examinées, I'une “candidat
vecteur” en Colombie, R. pallescens ct I'autre une cspece domestique
avérée, K. prolizus.

5.1 Structure des données

Nos mesures et comparaisons seront faites principalement sur des critéres
métrigues, mais incluront parfois aussi le temps de développement et la mor-
talité.
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5.1.1 Taille et conformation

La taille des ailes ou de la téte sera estimée par la “taille centroide”. Cette
estimation présente I'intérét d’étre “multiaxiale”™: des changements de taille
peuvent étre détectés dans plusieurs directions, autant de directions que de
PR (Figure 10). Selon Bookstein (1991), c’est la seule mesure de la taille
non corrélée a la conformation en cas d’absence d’allométrie. Ces qualités
n’effacent pas cependant le défaut d’un manque de lisibilité: il est difficile en
effet de s’imaginer une taille centroide sur la seule base de sa valeur. L'unité
de mesure est le pixel puisque les coordonnées des PR sont des pixels, mais
ces valeurs ont été convertics en mm dans certaines comparaisons pour garan-
tir un étalonnage unique.

Les variables de conformation utilisées dans nos comparaisons seront les
composantes principales des “déformations partielles” appelées “Partial
Warps” en anglais (PW), composantes appelés “Relative Warps” en anglais
(RW). Nous utiliserons soit la totalité des RW, soit une partie afin de dimi-
nuer l'erreur de mesure (paragraphe 1.4.5) et de trouver un compromis entre
le nombre de variables et la taille des échantillons (Arngvist & Mértensson,
1998; Baylac & FricssB, 2005). Parce que certains échantillons étaient de
petite taille par rapport au nombre des variables de conformation (PW),
nous avons calculé leurs composantes principales (RW) et nous avons utilisé
les premiéres composantes (RW) sans perte d’information importante. Le
critéere appliqué pour le choix de ce nombre a suivi les recommandations de
Baylac & Friess8 (2005).

Dans certaines expériences comparant des groupes, nous avons fait les
analyses de la conformation en “retirant” les effets allométriques de la vari-
ation de taille. Pour ce faire, nous avons suivi les recommandations du
logiciel TPSregr de Rohlf: les variables dc conformation exemptes d’effets
allométriques sont prédites sur la base du modele linéaire généralisé (MAN-
COVA) en fixant la taille & une valeur unique (la moyenne totale). Cette
opération suppose un modele allométrique commun aux différents groupes
comparés (voir 1'aide du TPSregr: "More complex designs”), modéle com-
mun qui a été vérifié & chaque fois (Rohlf, 1993).

5.1.2 Temps de développement

Le temps de développement est calculé en jours depuis la premieére ponte
J P P
jusqu’au premier adulte comme cela a été fait par d’autres auteurs pour
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plusieurs espéces de triatomes (Lent & Valderrama, 1977; Jurberg & Rangel,
1984; Moreno-Mejia et al., 1992; Cabello & Galindez, 1998; Wolff et al., 2004;
Arevalo et al., 2007).

5.1.3 Mortalité

Pour l'expérience intra-générationnelle de l'effet de la densité et de la fré-
quence d’alimentation sur le phénotype (paragraphe 6.3), la mortalité a été
estimé comme (i) le rapport entre le nombre de larves mortes et le nom-
bre d’adultes obtenus & un moment donné de I’expérience, et (ii) le nombre
de larves mortes en fonction du nombre de individus au début de ’expérience.

Pour I'expérience intra-générationnelle de |'effet de différents sources d’ali-
mentation sur le phénotype (paragraphe 6.4), la mortalité a été calculée
comme le point (i) ci-dessus: le rapport entre le nombre de larves mortes
et le nombre d’adultes obtenus & un moment donné de Pexpérience. Cet
index de mortalité est rendu nécessaire par le protocole expérimental: un
groupe était constitué quand il atteignait une trentaine d’individus adultes.
Les lignées n’ont pas produit ce nombre d'individus en méme temps, et cer-
taines ne sont pas arrivé a4 ce nombre de descendants malgré une attente de
plusieurs mois. Ce sont ces lignées 1a qui ont été utilisées pour le calcul de
la mortalité.

5.2 Mesures de la plasticité phénotypique

D’un milieu E1 & un milieu E2, des individus génétiquement identiques ou
trés proches adaptent leur morphologie, et ce changement retentit sur la
moyenne et la variance de leurs dimensions. La plasticité phénotypique peut
donc étre mesurée par une différence de moyennes entre deux milieux, ainsi
que par une différence de variances. Ces différences dans nos résultats re-
coivent le symbole Dx ou Dy, sclon qu’elles sont mesurées sur une espéce ou
une autre (X ou Y). X ¢t Y peuvent représenter aussi soit unc lignée ou une
autre, soit un traitement ou un autre. Dans notre étude, au sein de chaque
espéce, lignée ou traitement, les deux environnements comparés (E1 et E2)
ont été:

1. deux générations élevées dans des milieux différents (spécimens sylves-
tres adultes ramenés en laboratoire).

2. au sein d'une génération, deux groupes élevés dans des environnements
différant par le régime alimentaire, par la densité populationnelle, ou
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par la source de sang.

Toutes choses égales par ailleurs I’ampleur de ces changements devrait étre
plus importante en cas de plus grande plasticité ou en cas de “canalisation”
plus faible.

5.2.1 Taille (Figure 15)

La signification statistique des déplacements de tailles moyennes (Dx, ou
Dy) entre deux milieux peut étre approchée par une analyse classique comme
PANOVA.

Nous y avons ajouté la possibilité de tests non paramétriques basés sur
la permutation aléatoire d’individus entre groupes (paragraphe 5.5). Ces
mémes tests ont pu &tre appliqués pour tester les différences éventuelles de
variances entre les milieux (aussi symbolisées par Dx, ou Dy, dans nos ta-
bles).
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Pour comparer la plasticité phénotypique des génotypes X et Y, il faut
inclure dans I'analyse deux niveaux de comparaisons

Niveau Il
Interaction
(Bootstrap)

Dx-Dy

Niveau |
Plasticité
(Permutation)

Dx, Dy

Figure 15: Mesures de la plasticité phénotypique de la taille. Variation de la
moyenne et la variance d’'un environnement a [’autre a I'intérieur de chaque
génotype et différences de changement de moyenne et variance de la taille

Les différences observées (Dx, Dy ) entre deux environnements E1 et E2

sont-elles comparables (Dx — Dy) entre les génotypes X et Y7

Intéraction : Dx = Dy ?
Test Dx - Dy

Génotype X : E1 =E2 ?

Test Dx = E1- E2

—_
Lo b b iaaMiee i 1]

=

TP mnimnme m

Variation des tailles dans deux
environnements E1 ( haut) et E2
(bas) dans le génotype X.

d’un génotype a l'autre.

Dans le cas ou deux génotypes, X et Y, ont été comparées quant a leur
plasticité phénotypique, c’est la signification statistique de I'interaction en-
tre le génotype (X ouY) et le milieu (E1 ou E2) qui a fourni, éventuellement,

E1

E2

Génotype Y:E1=E2?

Test Dy = E1- E2

E —I 4
k — i
[ R IR RN (T AR |

! 3 )

| LT A i BT T i

Variation des tailles dans deux
environnements E1 (haut) et E2
(bas) dans le génotype Y.

I’évidence d'un comportement différent selon le génotype.

Cette interaction est trouvée dans les résultats d'une ANOVA a deux
facteurs. Nos tests non-paramétriques ont également testé cette inter-
action en examinant les différences arithmétiques (Dx - Dy) entre especes.
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Pour évaluer cette différence (Dx - Dy) - elle-méme une différence de deux
différences ! - nous avons fait usage de ré-échantillonnages avec replace-
ment (“bootstrap”, paragraphe 5.5), programmés & cet usage (paragraphe
5.4.3). Ce test non-paramétrique examnine la signification statistique de
I'interaction entre 1’espéce et le milieu, et présente 'avantage de pouvoir
tester les moyennes et les variances.

5.2.2 Conformation (Figure 16)

Pour la variation de la conformation, laquelle est décrite par un ensemble de
variables (et non une seule comme dans le cas de la taille), nous utiliserons

des mesures récemment suggérées et justifiées par (Adams & Collyer, 2007;
Collyer & Adams, 2007) (Figure 16).

Analyse de certains parameétres de la conformation

1. Importance d'un changement de conformation entre deux environne-
ments (Collyer & Adams, 2007).

Si un changement de forme en rapport avec un changement de mi-
lieu differe d’un génotype a 'autre, deux composantes de ce change-
ment peuvent étre examinées et comparées: (i) 'ampleur du change-
ment (distance euclidienne), et (ii) sa direction dans l’espace mor-
phologique (angle de Collyer & Adams) (Figure 16).

Cette analyse fait intervenir

(a) Une MANCOVA 2 deux facteurs, avec le test paramétrique d’une
interaction entre le génotype et le milieu,

(b) Une distance euclidienne (la longeur d’un vecteur) entre deux mi-
lieux, soit Dx ou Dy selon le génotype (X ou Y). La distance
est calculée entre les moyennes des milieux (E1 et E2) définis
par leurs RW, soit la totalité des RW soit une partie d’entre eux
(paragraphe 1.4.5 et 5.1.1)

(c) Une direction prise par le vecteur entre E1 et E2 (dont la longueur
est la distance calculée ci-dessus) dans l’espace morphologique
d’'une ACP. Il y a deux directions puisque deux groupes, “X” et
“Y”-

(d) Un angle entre ces deux directions, appelé “A” dans les tables qui
suivent.
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(e) Une différence entre les distances Dx et Dy, soit Dx-Dy, qui teste
en fait I’interaction entre les groupes considérés (“x” et “y”) et les
milieux testés (E1 et E2).

La signification statistique des distances euclidiennes Dx et Dy, la sig-
nification de la différence (Dx-Dy) entre ces distances et celle de ’angle
A entre les espéces sera appréciée sur la base de tests non-paramétriques
utilisant des permutations. 1l ne s’agit pas de permutation des individus
entre les groupes, mais celle des résidus (erreurs) individuels aprés
prédiction des valeurs de conformation sur la base d’une matrice (vari-
ables indépendantes) excluant I"interaction”. Cette matrice contient
l'appartenance de chaque individu & I’espéce ou une autre, & un en-
vironnement ou un autre, mais pas a leurs possibles combinaisons; elle
contient également la taille centroide de chaque individu. (Collyer &
Adams, 2007).

. La disparité métrique

La disparité métrique (DM) d'un groupe de n objets mesure la variété
de leurs formes, leur diversité dans un groupe. Chaque objet est com-
paré a I’objet moyen en mesurant unc distance, ¢t ces distances élevées
au carré sont additionnées. Comme dans une formule de “variance”; la
somme totale est divisée par (n-1) (Zelditch et al., 2004) (Figure 16).
Sous la dénomination de “disparité métrique”, c’est souvent, la diversité
des espéces qui est mesurée, mais la formule elle-méme évalue bel et
bien la variation des formes & I'intérieur d’un groupe, c’est une mesure
de la variance: “The metric (or formula) for measuring disparity among
species is the same as that used to measure variation within a species.”
(La métrique (ou formule) qui mesure la disparité métrique entre es-
peces est la méme que celle qui mesure la variation & 'intéricur d’une
espece) (Zelditch et al., 2004).

La signification statistique des différences de DM entre E1 et E2 (soit
Dx, ou Dy selon ’espéce) sera estimée selon le protocole recommandé
par Zelditch et al. (2004), basé sur la technique du “bootstrap”.

Nous n’avons pas estimé 'interaction (Dx-Dy). Nous sommes donc en
mesure de dire si la dispersion des formes change de fagon significative
entre E1 et E2 dans chaque espece (soit Dx, et Dy), mais nous n’avons
pas testé la signification statistique de I'interaction entre 'espéce et le
milieu (Dx-Dy).

56



RwW?2
[ 1.‘I| DX ,'
Espéce X / 'J

Espéce Y

RWA1

E1 E2

Figure 16: lllustration de trois estimateurs du changement phénotypique:
la disparité métrique (DM), la distance euclidienne (Dx, Dy) et 'angle de
Collyer & Adams (A). Le graphique ci-dessus peut étre considéré comine
une carte factorielle des deux premieres composantes principales (RW, ou
“Relative Warps”) dérivées des variables de conformation (PW, ou “Par-
tial Warps”). Le volume des boites illustre la DM d’un groupe. On peut
dans ce cas imaginer que la DM est proportionnelle au volume de la boite.
Ainsi, la DM de l'espece X dans environnement E1 serait plus grande
que dans 'environnement E2, et celle de I'espece Y serait plus petite dans
lenvironnement E1. Si les RW1 et RW2 représentent toute la diversité des
formes, I'importance du changement de conformation entre milieux est une
distance euclidienne (Dx, Dy) entre eux. Elle est illustrée par la longueur
de la fleche, dont la valeur (scalaire) est plus grande entre les deux en-
vironnements pour l'espece Y que pour l'espece X. La différence en-
tre ces distances (Dx - Dy) quantifie la différence de réaction a
I’environnement selon ’espéce. L’angle entre ces fleches quantifie aussi
cette différence, mais appréciée par I’écart entre les directions respectives des
changements. Cet écart, cet angle est nommé ici “angle de Collyer & Adams”

(Collyer & Adams, 2007).
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5.3 Analyse des données
5.3.1 ANOVA

L’analyse de variance (ANOVA) compare des moyennes. Une variance est la
somme des carrés des écarts des individus par rapport & leur moyenne (SSY
pour “sum of squares of Y” en anglais), somme qui est alors divisée par le
nombre d’individus moins le nombre de degrés de liberté (df pour “degrees
of freedom” en anglais).

Le nombre de degrés de liberté correspond au nombre de parametres utili-
sés pour le calcul d’'un autre parametre de la méme distribution de données.
Pour le calcul d’une variance, on utilise un seul parametre de la distribution
des données, & savoir: la moyenne.

Si deux groupes sont comparés pour leurs moyennes, et si ces moyennes
sont les mémes, dans ce cas la somme des carrés des écarts des individus
par rapport & leur moyennes respectives dans chaque groupe (SSE) ne sera
pas différente de la somme des carrés des écarts de tous les individus par
rapport & la moyenne totale (SSY). Si les moyennes ne sont pas exactement
les mémes, il existe alors une différence
SSA = SSY - SSE,
et sa signification statistique est testée par la distribution F des variances.

5.3.2 ANOVA non paramétrique

Une analyse de variance (ANOVA) suppose une distribution normale des
données et des variances égales dans chaque groupe, ce qui n’est pas souvent
rencontré. Néanmoins, I’analyse est robuste et admet quelques écarts aux
conditions d’application. Mais une ANOVA compare des moyennes, et des
tests statistiques différents sont requis pour comparer des variances.

Or, la plasticité phénotypique peut étre considérée non seulement comme
un déplacement de valeurs moyennes entre deux milieux, mais aussi comme
une modification, le cas échéant, de la variabilité inter-individuelle d’un mi-
lieu & l’autre (Dworkin, 2005) (Figure 13).

Nous avons donc programmé un module “VAR” permettant d’appliquer
des tests non-paramétriques utilisables pour la comparaison des moyennes et
des variances entre deux groupes, ainsi que leur interaction avec un deuxieme
facteur (voir plus bas).
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5.3.3 MANOVA

Cette analyse est un analyse de variance (ANOVA) multivariée, c’est-a-dire
qu’elle s’applique lorsque chaque individu est défini par plusieurs variables,
comme c’est le cas pour la mesure de la forme. La forme, ou conformation,
ou géométrie de chaque individu est en effet quantifiée par ses écarts relatifs
a une forme consensus, écarts qui se calculent & chaque point anatomique
différent (paragraphe 1.4). Il devrait y avoir autant de variables par individu
que de coordonnées (deux fois “k”, le nombre de points repeéres utilisés), mais
commc la superposition de Procrustes fait perdre des 4 degrés de liberté, le
nombre de variables de conformation est de 2k-4.

Dans la MANOVA, les variables de conformation sont les variables “dépen-
dantes”, les groupes sont les variables “indépendantes” (ou encore “prédic-
tives”). S’il n'y a qu'une seule variable indépendante, la MANOVA obtenue
est une analyse discriminante (Rohlf et al., 1996). S’il y a plus d’une
seule variable indépendante, il est alors possible aussi de tester 1'effet de leur
interaction.

Cette analyse a ¢té utilisée pour évaluer 'importance des différences de
conformation entre groupes ou sous-groupes, et pour tester 'interaction de
facteurs tels que la densité et la fréquence d’alimentation. Elle a aussi été
utilisée pour fournir un modele de classification des individus sur la base des
fonctions discriminantes lors de la recherche de la meilleure combinaison des
premieres composantes principales (paragraphes 1.4.5).

5.3.4 MANCOVA

La MANCOVA est une analyse de covariance multivariée: aux variables
indépendantes nominales (appartenance ou non & un groupe) s’associe(nt)
une (ou plusieurs) variable(s) continue(s). Dans le cas de la morphométrie
géométrique, cette variable continue est bien entendu la taille centroide.
Il existe une relation dite “allométrique” entre la taille et la conformation
puisqu’en fait les dimensions d’un organisme ne croissent pas au méme ry-
thme, induisant ainsi des “déformations”, des changements de proportions.

Dans la MANCOVA, les variables de conformation sont les variables
“dépendantes”, les groupes et la taille sont les variables “indépendantes” (ou

encore “prédictives”).

11 est possible de construire la matrice des variables indépendantes avec
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des colonnes d’interaction taille X groupes et de tester ainsi le modele al-
lométrique commun.

Daus la situation d’un modele allométrique cominun, il est alors possible
de fixer la taille & une valeur unique (la moyenne générale, par exemple) et
de calculer alors les variables de conformations selon les groupes sans aucune
variation de taille, donc en “retirant” les effets allométriques des changements
de taille.

Nous avons appliqué cette analyse pour connaitre les divergences de forme
entre groupes telles qu’elles subsistent encore lorsque I'on fixe la taille & une
valeur unique. Par exemple, dans le tableau 13, on peut voir les valeurs
obtenues des distances Euclidiennes entre les conformations moyennes des
groupes en retirant (Ec, Table 13) ou en ne retirant pas (E, Table 13) les
effets de taille.

5.4 Logiciels

La collecte de “landmarks” anatomiques, la superposition de Procrustes et
la plupart des analyses multivariées ont ¢té¢ réalisées en utilisant des pro-
grammes disponibles sous licence GPL al'adresse hittp://www.mpl.ird.fr/mor-
phometrics. Ces modules ont été développés par mon dirccteur de these,
Jean-Pierre Dujardin (IRD, France).

Tous les logiciels utilisés dans cette these fonctionnent indifféremment sur
les systemes Linux et Windows, et peuvent étre aisément adaptables au sys-
teme MacOSX.

Le module d’analyse univariée dédié & l'analyse de la taille, le module
VAR, est développé par Jean-Pierre Dujardin et moi-méme.

Pour 'ANOVA a deux facteurs et certains graphiques, nous avons utilisé
aussi le logiciel commercial JMP (version 3.1) (SAS., 1997).

5.4.1 Collecte des données, COO

COO est un programme de collecte (numérisation) de points repéres anato-
miques (PR) & partir des images numériques (photos). L’'image peut étre
modifiée (zoom avant, zoom arriére, rotations, etc) avant prendre les PR. Le
fichier de sortie a un format ASCII (.txt) dont la configuration est proche
d’autres programmes de morphométrie (TPS par exewple, voir ci-dessous).
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5.4.2 Parameétres morphométriques, MOG

MOG permet visualiser les étapes de la superposition de Procustes, & savoir:
1. Translation, 2. Ajustement a une taille unitaire, et 3. Rotation. Les
coordonnées résiduelles (coordonnées de Procrustes) peuvent étre visualisées
pour chaque individu, ou pour la moyenne de chaque groupe s'il y a plusieurs
groupes. Ces derniers apparaissent alors dans des couleurs différentes.
MOG génere plusieurs fichiers parmi lesquels ceux contenant la taille cen-
troide et les déformations partielles (“Partial Warps” avec les composantes
uniformes des déformations).

5.4.3 Analyses de la taille, VAR

VAR permet d’examiner s’il y a des différences de moyennes et de variances
entre les tailles des groupes soumis a différents traitements ou appartenant
a différentes catégories. Sa particularité est de proposer des tests de signifi-
cation qui reposent sur des techniques non paramétriques: la permutation et
le “bootstrap” (échantillonnage avec replacement) 2. Il n’est donc pas requis,
comme pour 'ANOVA, que la distribution des variables soit normale ni que
les variances des groupes soient similaires.

En outre, VAR permet de tester I'interaction entre deux facteurs de fagon
non-paramétrique.

Les tests non-paramétriques sont décrits plus bas (paragraphe 5.5).

5.4.4 Analyses de la conformation, PAD

PAD est un module permettant de réaliser une analyse discriminante linéaire
multivariée, et peut &tre utilisé pour reclasser les individus sur la base des
fonctions discriminantes obtenues. Généralement, les données entrées sont
des variables de conformation, comme les “Partial Warps” (PW) ou leurs
composantes principales, les “relative Warps” (RW).

Nous avons utilisé ce logiciel pour trouver le meilleur assemblage de (pre-
miers) RW & utiliser pour des analyses ot il était nécessaire de réduire le nom-
bre de variables par rapport a la taille des échantillons de certains groupes.
Ce choix se fait sur la base des performances de reclassification. PAD pro-
pose deux types de classification, tous deux basés sur 1'usage des fonctions
discriminantes et des distances de Mahalanobis (distances euclidiennes en-
tre fonctions discriminantes): soit chaque individu reclassé a fait partie des
échantillons utilisés pour générer les fonctions discriminantes, soit il n’en a

3Le t de Student est calculé pour permettre & qui veut une comparaison entre les
résultats de tests paramétriques et non paramétriques.
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pas fait partie. On parle alors de reclassification “validée”; cette derniere est
bien entendu beaucoup plus exigeante sur la qualité du modele discriminant.

5.4.5 Analyses de la conformation, COV

COV est un module reprenant des nombreuses analyses faites dans d’autres
modules, y compris la superposition de Procruste et le calcul des déforma-
tions partielles (“Partial Warps”, PW).

11 a été utilisé ici pour réaliser les analyses suivantes:

1. COV peut calculer les composante principales des “partial warps”
(PW); on appelle ces composantes les “Relative Warps” (RW).

2. Une instruction spéciale est dédiée au test multivarié d’'un modele al-
lométrique commun, test basé sur une MANCOVA. Plusieurs grou-
pes présentent-ils un modele allométrique comparable 7 Cette question
peut étre pertinente dans certaines situations car en cas de rejet d’'un
modele commun, on ne peut pas éliminer les cffets de taille sur les
variables de conformation.

3. COV permet de réaliser I’analyse recommandée par Collyer & Adams
(2007) et Adams & Collyer (2007), celle qui mesure et teste la signifi-
cation statistique des distances euclidiennes entre groupes définis
par leur RW, la direction de ces distances et ’angle qu’elles forment
entre catégories ou especes différentes. Ce module permet de faire cette
méme analyse sur des RW exempts de l’influence de la taille, il
s’agit alors des RW prédits par une matrice d’appartenance aux dif-
férents groupes contenant aussi une colonne des tailles, tailles ayant
la méme valeur pour tous les individus. Cette opération suppose un
modeéle allométrique commun aux différents groupes.

4. COV est également utilisé pour calculer la disparité métrique (DM)
d’un groupe, et la différence de DM entre deux groupes.

5.4.6 ANOVA i deux facteurs, graphiques, JMP

L’analyse de variance a deux facteurs permet de tester I’hypothése que les
moyennes des groupes sont toutes égales et, en cas de différence, de tester le
facteur déterminant et 'interaction entre les facteurs. Elle a été utilisée pour
étudier la variation des tailles.
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5.5 Programmation du module VAR

Le langage de programmation utilisé pour créer le “script” VAR ainsi que
tous les modules statistiques utilisés dans cette these est le Tcl/Tk. 1l a
été créé en 1988 par John Ousterhout, professeur 4 I'Université de Berkeley
(Californie). Tcl est un langage interprété, et Tk une extension graphique.
L’ensemble est multiplateformes (Linux, Windows, MacOSX, etc.) et sous li-
cense GPL (General Public License), c’est-a-dire globalement sans royalties,
sans interdiction d’ouvrir et de modifier le code, et sans interdiction de le
vendre, méme s’il est gratuit.

Le script VAR implémente essenticllement des tests non paramétriques
basés soit sur des permutations, soit sur des tirages au hasard avec replace-
ment (“bootstraps”, en anglais). Le principe de ces tests est indiqué ci-apres.

5.5.1 Permutations, Dx et Dy

Les permutations sont utilisées pour tester la signification statistique de dif-
férences de moyennes ou de variances. Le principe des permutations
peut s’expliquer comme suit.

Si les différences Dx de moyennes (ou Dx de variances) qui sont observées
dans 'espéce ou la catégorie X sont importantes entre deux milieux E1 et
E2, il sera difficile de les reproduire ou de les dépasser en échangeant au
hasard les individus d'un milieu a I'autre. En effet, intervertir les individus
de groupes différents ne ferait qu’affaiblir leurs différences.

Si cependant on y parvient souvent (dans plus de 5% des cas), c’est qu’en
fait les individus se ressemblent entre les milieux, ils peuvent étre échangés
sans perturber les différences observées; dans ce cas, le hasard de ces permu-
tations peut méme générer des différences entre groupes encore plus impor-
tantes que celles qui ont été observées. Dans cette situation, les différences
sont sans signification statistique. Nous avons suivi I’algorithme décrit par
(Knuth, 1981; Manly, 1994) por calculer les permutations.

5.5.2 “Bootstraps”, Dx-Dy

Le principe du test basé sur les “bootsiraps” est directement inspiré de la
procédure décrite par Zelditch et al. (2004) pour la comparaison des dispar-
ités metriques, et permet de tester I'interaction entre deux facteurs. Il est
le suivant.
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La différence Dx observée entre les moyennes (ou les variances) de deux
environnements E1 et E2 dans I’espéce ou la catégorie X, et la différence Dy
correspondante dans l'espece ou le groupe Y, deviennent les termes d'une
soustraction (Dx-Dy). Il s’agit donc ici d’'une soustraction entre deux dif-
férences.

C’est cette soustraction, dont le résultat est positif ou négatif, qui sera
testée par la création de sous-groupes aléatoires (E1’ et E2’ dans I'espece
X, E1’ et E2’ dans 'espéce Y). Ainsi, & chaque cycle, chaque sous-groupe
est reconstitué de fagon aléatoire a partir de ses éléments propres, dans un
processus d’échantillonage au hasard avec replacement (bootstrap). A chaque
cycle, la différence est (re)calculée entre les pseudo sous-groupes de chaque
groupe (Dx’ et Dy’), et la soustraction de ces différences (Dx’ - Dy’) est
opérée de la méme maniére que pour les données réelles.

Si la soustraction initiale, observée, est positive, et que toutes les (pseudo)
soustractions (ou plus de 95% d’entre elles) sont également positives, cela
signifie que le hasard ne peut pas inverser la tendance d’une différence plus
grande que l'autre, cette tendance est donc significative.

Si par contre les soustractions sont parfois nulles, voire de signe inverse,
cela veut dire que les données observées n’ont pas fourni un résultat robuste,
et que leur structure interne autorise d’autres situations.

On examine en fait 'intervalle de confiance &4 95% des 1000 soustractions
ou plus qui sont réalisées: si cet intervalle de confiance contient zero, c’est
que l'interaction entre les groupes et les sous-groupes n’est pas significative.
Pour plus d’'utilité, trois intervalles de confiance sont proposés: 950/1000,
990/1000 et 999/1000.
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6 RESULTATS

6.1 Mesures de la plasticité phénotypique de la taille
et comparaisons: le script VAR

Le script VAR congu pour examiner les variations de taille entre groupes
soumis a différents traitements présente l'intérét de permettre en une seule

analyse les comparaisons des moyennes et des variances.

Il repose sur des techniques non paramétriques, la permutation et 1’échan-
tillonnage avec replacement (“bootstrap”). 1l n’est donc pas requis, comme
pour ’ANOVA, que la distribution des variables soit normale ni que les vari-

ances des groupes soient similaires?.

1. script VAR.: ouverture

Lors de 'ouverture du script VAR, I'utilisateur doit d’abord sélection-
ner dans son disque dur le fichier qui contient les tailles des individus

(Figure 17).

COMPARAISON DES MESUPES DE PLASTICITE PHENOTYPIQUE ENTRE DEUX
O PLUSIEURS ESPECES
DONHEES
Le Eichier d'entree contisnt une ssule colonns ds chiffrss
|par sxampls lss valsurs de taille), ave n tou pramisrs ligns
un gommentalrs libre décrivant l'origine des données =
= Open B2
Rirectory: thome/jepl/TEST/geotawAnopheles/Compa_Afrims_SB PML — | |
val| |8 coord_A_Afrims_marl5_Format.te [ Dirus_A_B_SB_PMLrits B Dirus_
21| | B coord B_Afrims_marl5_Format.txt [0 Dirus_A B_SB_PMLtxt & Dirus_
~1 | & coord_Sungsit_marl5_Format.txt ] Dirus_a_8_SB_PML_ALIGNED. txt R Girus
L™ |8 coord_Sungsit_marl5_Format_PMLIxt T Dirus_A_8_SB_PML_concatlog.tit R Dirus_
tal |2 coord Sungsit_marl5_Format_SB.tit [l Dirus_A_B_SB PML CS.txt R Dirus_
da| | Dirus_a B.tat ) Dirus_A_8_SB_PML_PW.nts ans
ch ns
16| M ] P |
File name: [Dirus_A_B_SB_PML_CS.ba Open ]
=3 =y
Files of fype: “Text files (%.seq, *.txt, *.nts, . TXT, *.NTS, _..) ~| gancel ]
il
Aide Guardar B
Help el informe ? -

Figure 17: L’ouverture du script VAR

iLe t de Student est calculé pour permettre & qui veut une comparaison entre les

résultats de tests paramétriques et non paramétriques.
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2. script VAR: effectifs des groupes

L'’utilisateur doit ensuite entrer les effectifs des différents groupes ou
“traitements” (Figure 18).

Si ce nombre est pair, VAR interpréetera les groupes comme paires de
sous-groupes (E1 et E2), chaque paire constituant un groupe différent
(X et Y). Par exemple, les sous-goupes seront deux milieux, ou deux
traitements, comme “nourris sur le rat” et “nourris sur la poule”, et les
deux groupes seront deux espeéces, ou deux sexes de la méme espece,
ou deux génotypes, etc.

Si le nombre de groupes est impair, le script VAR permettra les compa-
raisons entre chaque groupe, mais refusera d’examiner une interaction
entre groupes et sous-groupes (cfr. comparaisons de niveau II, voir plus
bas).

var - 12 =[-8 x|

deux snvironnements diffsrsnts,

sapice, les

iz c=lles o

dans le iviron qie agpecs = sult, =t dans
iJchagqus sagp lea deux snviranmemsnts ss succedent toujours dans
lte meme o fpar exemple =1 et «2).

Il ne psut pas y avoir plus dé deux environnamsnts par

<spéce, =t 1l pe peut pas n'y &n avolr gqu’un ssul.

/home/ Jepl {TEST/gectax/Ancopheles/Compa_Afrims_SB_PML/Dirus_A_B_SB
_PML -~ Centroid sizass - -- & B sb pml -- Femalss --
119260 ~-- 13 LM !| - Digitization JPD [T t —[a]x
/home/ Jepl/Test /geotax/Afrims_dirusa/ Z—‘;"cac,-:
Comentario aqui porfa + 1 31 26 0 from

il | oK

4 ’ q e y e Entrer les effectifs des groupes
/homs / jepi/Test /geotax/Afrime_dirusB/F/coq| separés d'un espace.

Comsntario aqui porfa + 26 24 SB PLM -~ J.: [TLQ 31 2624
by JFD -- 13 LM '! -~ from 4
/homs/ jepL/Tesat /gectax/Sungsit_2008/coord_Sungsit_marl5.oxt -

Coms=ntario agui porfa

llombrs de donnz=s : 100

,|Don
NIVEA! Guardar
1 el informe ?

ness:
U | NIVEAU ANOVA Aide
n — QS - Help

Figure 18: Entrer les effectifs des différents groupes

: ‘

Son interface fait apparaitre deux niveaux d’analyse, correspondant a
deux boutons appelés “Niveau I” (différences entre (sous-)groupes) et
“Niveau II” (interaction entre groupes et sous-groupes).

3. script VAR: Niveau I, permutations
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Le premier niveau s’occupe des comparaisons inter-groupes par paires.
Si ce bouton est cliqué, une entrée rectangulaire blanche apparait dans
le bas de la fenétre ou I'utilisateur doit entrer le nombre de permutations
désirées avant d’appuyer sur la touche “ENTER” ou “RETURN” de son
clavier (Figure 19)

L3 el les—m examinsées dans deux envizonnemsnts differsnts
Lfordes o donnéas eat doneg, pour ochagqus =5 e, les valsurs
dans le premiser environnamsnt {&lj suivis lla=s ochssrvéden
dana ls nd snvironnsment (220, = sult, st dans
chaque = les dsux environnsmenta s= succsdent toujours dans

le méme ordre (par
[l ne peaut pas y X sanvironnaments par

jespicoe, &t Ll ne pesut pas n'y an avalr gu'un ssul.

/hom=/ jepi/TEST/geotax/Anophelss/Compa_Afrims_SB_PHL/Dirus_zA_B_SB
_PML - Centroid sizes - 19 31 26 24 -- A B sb pml —- Femalss -—-
119260 -- 13 LM !! - Digitization JPD -- from

fhoms/ jept/Test/geotax/Afrims_dirusa/F/coord_a_Afrims_marl5.txt -
Comsntario aqui porfa + 1 31 26 0 from
/hom=/jepi/Test/geotax/Afrims_dirusB/F/coord_B_Afrims_marl5.txt -

Comentario aqui porfa + 26 24 SB PLM -- 1 50 26 0 DIGITIZATION
by JPD -- 13 IM !! -- fr— — Ix]
/home/ jepi/Test /geotax/s ) [larls.exe -
Comsntaric aqui porfa | (X} 000 permutations: done
Hembrz de donnéss : 100
o |
,._D-Jnnae!; — = =
NIVEAU | NIVEAU | ANOVA | GRAPHE Aide Guardar | marT
[} n —= Qst — ? 1000 Help el informe ? -

J

Figure 19: Démander faire les permutations

Les différences Dx de moyennes sont, donc testées en utilisant des per-
mutations d’individus entre groupes. L’algorithme du script VAR est
le suivant. A chaque cycle de permutations, les individus sont répar-
tis au hasard entre les groupes (en préservant la taille des groupes),
les moyennes sont recalculées - elles sont appelées “pseudo-moyennes” -
ainsi que leurs différences Dx’.

A chaque cycle, les diftérences Dx’ entre pseudo-moyennes sont com-
parées a celles qui avaient été observées (Dx). On compte toutes
celles qui sont égales ou supérieures aux différences observées. Cest
ce compte divisé par le nombre de cycles qui donnera ou non un carac-
tere significatif aux observations. Pour que ce genre de test soit fiable,
il vaut mieux utiliser un grand nombre de cycles, egal ou supérieur &
1000.

Le raisonnement est identique pour ce qui concerne la comparaison non
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paramétrique des variances.

. script VAR: Niveau II, échantillonnage avec replacement (boot-
straps)

Ensuite, si le fichier coinsiste en paires de traitement dans deux groupes
(ou plus), le bouton “Niveau II” peut étre enclanché, il lancera un cycle
de bootstraps selon le nombre voulu par 'utilisateur. Ce dernier doit
inscrire ce nombre dans une entrée qui apparait juste au-dessus de la
précédente (Figure 20)

J-:L-\!L? ls premisr snviromnnement Ie
dans l=

nd =nvironnemsnt

chagu= pecs lss dsux snvironns &% succesdsnt toujours dans
l= ardre (par axsmpls 2l =& &2).
peut pas vy avolr plun de dsux snvironnements par

Egpecs, =t Ll n+ paut pas n'y &n avolr gu'un saul.

/homa, J#pi/TEST/geotax/Anopheles/Compa_~Afrims_SB_PML,Dirus_32_B_SB
_FML - Cantrold sizes - 19 21 25 24 -- & B sb pml -- Fsmales --
11926 0 =-- 13 LM !! - Digitizatien JPD -- from

F;hcmefJepichst/geotdfofrimﬂ_di[uuA!F/cOo[d_ﬁ<}frlmsﬁmd[lﬁ.txt -

{Comentario aqui porfa + 1 31 26 0 from
|/homs/ jepi/Test /gecotax/Afrims_dirusB/F/coord_B_afrims_marl5.txt -

|Comentario aqui porfa + 26 24 SB PLM -- 1 30 25 0 DIGITIZATION
\by JPD -- 13 LM !! ~-— f

1 g ; T x|

Shome / j=pi/Test /geotax, _marl5.txt -

;'(.'omAntar:Lo aqui porfa @ 1000 bOOlSIl‘ﬂ[)S' done

| o |

y IDonnéas |

;Nombre d= donnéss : 100

l Aide

i Help

'} MY A ANOVA GRAPHE
m— Q5L - z

Guardar BaT
el informe ?

Figure 20: Démander faire les bootstraps

Ce qui est testé par les bootstraps est I'interaction entre les groupes, fac-
teurs ou traitements choisis. Dans I’exemple cité plus haut, on testerait
si les différences de taille entre individus nourris sur rat (E1) et sur
poule (E2) dans une espéce X, soit Dx, et celles mesurées pour une
autre espece Y, Dy, présenteraient entre elles une différence (Dx-Dy)
significative. Dans le cas d’une différence significative, on admettrait
I’existence d’une interaction entre espece et milieux.

L'intérét des test non paramétriques est de permettre le méme test
d’interaction pour les moyennes et pour les variances (paragraphe
5.5).
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5. script VAR: rapport

Le rapport détaille les résultats un par un, successivenment, mais une

synthese est affichée en fin de rapport sous la forme de tableaux (Figure
21).

: NIVERU T CTOMPARAISONS DEE MOYEUNNES
Table des valsurs de P apres L0000 psrmutations

2 0.840
3 0.000 0.000
4 0,000 0.000 0.001

NIVEAU I COMPARAISONS DES VARIAHCES
|[Tabls d=s valsurs de P apres LUOD psrmutations

2 0.000
|_3 0.000 0.000
4 0.000 0.000 0.000

RIVEAU IT Variances (L0000 bootstraps)

1 2 and 3 4 From -40698.19396090601 to -3669.09401652877 «-
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6.2 Etude de la transition d’un milieu a 'autre entre
générations

Transition du milieu naturel au laboratoire

Nous avons utilisé des groupes collectées en milieu naturel et nous les
avons comparés avec leurs descendants de premiére génération en laboratoire.
Il s’agit donc de comparer des changements phénotypiques entre milieux na-
turels et artificiels, mais aussi entre générations.

Cette partie de notre approche a pour objectif de vérifier que nous pou-
vons reproduire les observations reportées dans la littérature, d’observer leur
constance entre espéces pourtant trés différentes (nous allons comparer deux
genres), et de comparer la plasticité de ces espéces de maniére quantitative.

Les deux especes examinées sont R. pallescens et P. geniculatus.

6.2.1 Protocole expérimental

Provenance des insectes

1. Cinq femelles et neuf méles de R. pallescens ont été collectés dans les
palmiers Attalea butyracea de la municipalité de Norcasia, Province de
Caldas, en Colombie (5 34’ 41,3 " N, 74 49’ 21” W). Ces insectes ont
été élevés en laboratoire dans des conditions controlées de température
(25 +/- 2 C) et d’humidité relative (80 +/- 5%), et nourris de fagon
hebdomadaire sur la poule. Les parents, issus du milieu naturel, ainsi
que 13 femelles et 14 méles de la premiére génération (F1) en labora-
toire ont été utilisés pour les analyses morphométriques.

2. Dix femelles et 24 males de P. geniculatus ont été récoltés & I'intérieur
des maisons de la localité de Montebello, Municipalité d’Amalfi, Provin-
ce d’Antioquia, Colombie (6 55’ 58” N, 75 05’ 30” W). Ces insectes ont
été élevés en laboratoire dans des conditions controlées de température
(28 +/- 2 C) et d’humidité relative (90 +/- 5%), et nourris de fagon heb-
domadaire sur la poule. Les parents, ainsi que 25 femelles et 26 males
de la génération F1 ont été utilisés pour les analyses morphométriques

Mesures morphométriques Nous avons pris 10 points reperes anato-
miques (Figure 22) sur les ailes droite et gauche de chaque individu. Nous
avons calculé une matrice de coordonnées moyennes des deux cétés et nous
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I'avons utilisée pour obtenir les variables de taille centroide et les variables
de conformation.

Figure 22: Points reperes anatomiques (PR) collectés chez R. pallescens et
chez P. geniculatus (dans la figure). Tous les PR sont definis de “type 1", &
savoir une jonction ponctuelle de deux tissus différents (Bookstein, 1991).

Apres superposition de Procrustes, les résidus ont été transformés en dé-
formations partielles (“partial warps”, ou PW) par rapport au consensus total
des groupes destinés a étre comparés (Figure 12).

Les “relative warps”, a savoir les composantes principales des PW, ont été
testées dans chaque sexe par groupes de 4 premiers RW, 6 premiers RW et
8 premiers RW dans des analyses discriminantes permettant de reclasser les
individus. La meilleure classification a été notre critére de choix pour décider
du groupe de premiers RW préférable (paragraphe 1.4.5) (Baylac & Friess8,
2005). Il s’agit de reclassifications dites “validées”, ou chaque individu est
classé selon sa valeur sur les fonctions discriminantes qui ont été calculées
cependant sans lui (paragraphe 5.4.4).

Le minimum d’erreur de classification a été obtenu avec les 6 premiers
RW. Notre analyse de la plasticité de la conformation s’est donc limitée aux
males (9 géniteurs males), les effectifs des femelles (5 géniteurs femelles) étant
trop bas, en utilisant comme variables de conformation les 6 premiers RW.
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Pour rappel, ’'usage de quelques premiers RW au lieu de leur totalité,
s’il peut faire perdre quelques éléments de conformation, permet d’adapter le
nombre de variables aux échantillons et présente aussi I’avantage non néglige-
able de réduire 'effet de l’erreur de digitalisation (paragraphe 1.4.5) (Arngvist
& Martensson, 1998).

6.2.2 Résultats

Nous avons mesuré et testé la signification statistique des différences de taille
et de conformation entre milieux chez R. pallescens et chez P. geniculatus,
ainsi que l'interaction possible entre espéces et milieux.

Taille

Comparaisons entre milieu naturel et laboratoire

1. La moyenne des tailles diminue en passant du milieu naturel au labo-
ratoire. Cette diminution est significative dans les deux sexes de P.
geniculatus, elle ne l'est pas chez R. pallescens (Tableaux 3 et 5 et
Figure 23).

2. Chez R.pallescens, la variance des tailles augmentent significativement
en laboratoire chez les femelles, elle diminue significativement chez les
maéles (Tables 3 et 5, figure 23). Il n'y a pas de changement significatif
de variance des tailles chez P. geniculatus.

Interaction entre espéces et milieux

1. La variation des moyennes des tailles est significativement plus impor-
tante dans les deux sexes de P. geniculatus (Tableau 5 et Figure 23).

2. P. geniculatus et R. pallescens ne different pas entre elles en ce qui
concerne les différences des variances (Tableau 5 et Figure 23).
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Espéce Femelle Male
Pa F1 P F1

R. pallescens n 5 13 9 14
m 970 950 890 8.80
sd 006 026 035 0.14
P. geniculatus n 10 25 24 26
m 11.80 10.60 11.00 9.90
sd 050 045 044 039

Table 3: Taille d’échantillon (n), taille moyenne en millimétre (m) et standard
deviation (sd) de chaque espéce et génération. Pa, parentale; F1, premiere
génération de descendants du laboratoire chez R. pallescens et P. geniculatus.

Sexe Espéce Génération Interaction

F 0.000*  0.000* 0.002*
M 0.000* 0.000* 0.000*

Table 4: Valeurs de P pour ’analyse de variance (ANOVA) de la taille cen-
troide selon deux facteurs: ’espéce et la génération (ou le milieu, puisque
chaque génération est dans un milieu différent). Tout est significatif: les
spécimens changent de taille en laboratoire, et 1’ampleur de ce
changement dépend de ’espéce. F = femelle; M = méle; * valeur signi-
ficative aprés correction de Bonferroni (alpha 0.05)
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Moyenne des tailles

Sex R. pallescens P. geniculatus Interaction
Dx Dy Dx-Dy

F 0.20 1.20* -1.00%*

M 0.10 1.10* -1.00%*

Variance des tailles

Sex R. pallescens P. geniculatus Interaction
Dx Dy Dx-Dy

F -0.20* 0.05 -0.25

M 0.21* 0.05 0.16

Table 5: Valeurs de Dx, Dy et Dx-Dy. Plasticité phénotypique comparée de
la taille entre le milieu naturel et le laboratoire chez R. pallescens (Dx) et
P. geniculatus (Dy). Partie haute de la table: Dx et Dy, variations de la
taille centroide moyenne entre parents et descendants de laboratoire chez R.
pallescens (Dx) et P. geniculatus (Dy). Partie basse de la table: Dx et Dy,
variations de la variance des taille entre parents et descendants de laboratoire
chez R. pallescens (Dx) et P. geniculatus (Dy). Tant pour les changements
de moyennes (haut) que pour ceux des variances (bas), Dx-Dy est un test
non parametrique de l'interaction entre les générations et les espeéces; on
voit que les changements de moyennes entre milieux ne sont pas les
mémes selon les espéces: ils sont plus importants chez P. geniculatus.
F, femelles; M, Males; * valeur significative aprés correction de Bonferroni
(alpha 0.05).
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Figure 23: Visualisation de la taille médiane et de la dispersion des tailles
entre deux envirennements: parents (Pa) et descendants de laboratoire (F1)
et chez P. geniculatus (P. gen) et chez R. pallescens (R. pal). Chaque boite
montre la médiane de groupe séparant les quartiles 25 et 75, avec les quartiles
10 et 90 de chaque coté de la ligne traversant la boite. La plus grande am-
pleur des variations de taille chez P. geniculatus est trés apparente.

Conformation

1. Des différences significatives entre especes sont observées chez les males
de P. geniculatus, pour Porientation du changement conformationnel °.
On voit que la distance euclidienne qui sépare les milieux est deux fois
plus importante chez P. geniculatus. (Tableau 6).

A titre d’illustration, on montre la qualité de superposition entre les
milieux naturel et de laboratoire chez les méales des deux especes (Fi-
gure 24).

5Cette analyse a été faite aprés avoir choisi les 6 premiers RW, paragraphe 6.2.1
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Figure 24: Superposition des points reperes des ailes des parents (Parental)
males et de leur descendance (F1), chez R. pallescens (& gauche, R. pal) et
P. geniculatus (& droite, P. gen). La superposition n'est pas montrée chez
les femelles puisque rien n’est significatif de ce coté.

R. pallescens P. geniculatus
S 1 Dx p Dy P Dx-Dy P A P
M 0.00* 0.012 0.836 0.027 0.04 -0.015 0.039 90 0.002*

Table 6: Approche de Collyer & Adams (2007) pour tester la plasticité de la
conformation entre générations et la comparer entre E. pallescens et P. geni-
culatus. S, sex; I, signification statistique de l'interaction “espéce X généra-
tion” selon la MANOVA; Dx, distance euclidienne entre générations de R.
pallescens, Dy, méme distance pour P. geniculatus; Dx-Dy, Interaction non
paramétrique entre les générations et les especes; A, Angle de Collyer &
Adams; P, valeur de signification statistique; M, male; * valeur significative
apres correction de Bonferroni (alpha 0.05). On voit que la distance eu-
clidienne qui sépare les milieux est deux fois plus importante chez P.
geniculatus (Dy = 0.027), et que la direction du changement differe entre
les especes (A = 90).

2. L’analyse en composantes principales (Figure 25) veut illustrer d’éven-
tuelles différences apparentes entre les deux générations chez les feme-
lles (ACP). C’est évidemment la différence interspécifique qui domine
le tableau (la premiere composante vaut 80%), laissant peu d’espace &
I'expression des variations de milieu dans chaque espece (la deuxieme
composante vaut 7%). Les distances euclidiennes entre générations sont
semblables dans les deux especes (0.018 et 0.015 chez R. pallescens et
P. geniculatus, respectivement).
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Figure 25: L’analyse en composantes principales montrent les variations en
conformation chez P. geniculatus (P. gen) et R. pallescens (R. pal) et a
'intérieur des parents (Pa) et descendants de laboratoire (F1).

3. La disparité métrique (DM) est plus petite dans la descendance de
P. geniculatus: réduction significative chez les femelles, non significa-
tive (P = 0.055) chez les males (Table 7). La DM ne montre pas de
changement significatif chez les males de R. pallescens. Les résultats
concernant les femelles de R. pallescens ne sont pas affichés car les
effectifs sont trop bas.
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Générations
Sex Espéce Parent F1 P
Femelles R. pallescens [/ / /
P. geniculatus 0.00072 0.00049 0.001*
Males R. pallescens  0.00056 0.00044 0.149
P. geniculatus 0.00088 0.00054 0.055

Table 7: Disparité métrique (diversité des formes) entre générations chez
R. pallescens et P. geniculatus. F1, descendants de premiere génération; P,
signification statistique de la comparaison non paramétrique des DM entre
générations. Il n'y a pas ici de comparaisons statistique entre les especes,
seulement entre les générations a I'intérieur d’une espéce (voir “P”).
* valeur significative aprés correction de Bonferroni (alpha 0.05).
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6.3 Demnsité des populations, et régime alimentaire.

Dans cette seconde phase de nos expérimentations, nous avons utilisé des
groupes créés expérimentalement pour comparer entre eux des individus ex-
posé & différentes conditions de maintien dans les colonies de laboratoire, en
I’occurrence deux densités de population et deux fréquences d’alimentation.

Cette partie de nos expériences est une tentative d’identification de fac-
teurs environnementaux actifs parmi les facteurs principaux soupgonnés d’in-
fluer sur la morphologie de I’insecte dans la transition entre milieux sylvestre
et domestique (paragraphe 2.1).

Ainsi, nous avons soumis R. pallescens & des conditions pouvant ressem-
bler & celles du milieu sylvestre (faibles densités de population, repas peu
fréquents), & celles du milieu domestique (fortes densités, repas fréquents),
et & des situations intermédiaires.

6.3.1 Protocole expérimental

Formation des traitements

320 larves de premier instar de R. pallescens ont été choisies au hasard
a partir des colonies de laboratoire qui avaient été maintenues pendant plus
de 10 générations dans des conditions stables de température (25 +/- 2
C), d’humidité relative (80 +/- 5 %) et soumises & une alimentation bi-
hebdomadaire sur la poule.

Les 320 larves ont été alors distribuées aléatoirement dans quatre flacons
plastiques de méme dimensions (15.6 x 15 x 18.3 cm).

Deux flacons ont regu chacun 40 larves, et les deux autres 120 larves.
Chacun de deux récipients de 40 et 120 larves a été alimenté de fagon hebdo-

madaire (40_H et 120_H), 'autre paire a été alimentée de fagon mensuelle
(40_M et 120_M).

Quel que soit le flacon, chaque repas s’est déroulé pendant le méme laps
de temps : 35 minutes. Les larves ont été alimentées ainsi jusqu’a ce qu’elles
aient atteint la maturité sexuelle.

79



Mesures morphométriques

Nous avons quantifié la variation morphologique de I'aile droite sur
sept points reperes anatomiques (PR) tandis que six points PR ont été choisi
couvrant la moitié droite de la téte. (Figure 26).

Figure 26: Points reperes anatomiques (LM) collectés de la téte (haut) et de
I’aile droite (bas). Les LM sont definies comme type II (tous de la téte et le
LM 4 et 7 de laile) et type I (les restent LM de l'aile) (Bookstein, 1991).

Apres superposition de Procrustes, les résidus ont été transformés en dé-
formations partielles (“partial warps”, ou PW) par rapport au consensus to-
tal des groupes destinés a étre comparés (Figure 12). Les “relative warps”, &
savoir les composantes principales des PW, ont été testées par groupes de 4,
5,6, 7, 8 premiers RW pour les ailes, de 4, 5, 6 premiers RW pour les tétes,
dans une analyse discriminante permettant de reclasser les individus, et la
meilleure classification nous a permis de choisir le nombre optimum de RW
(paragraphe 1.4.5) (Baylac & FriessB, 2005).

Pour les ailes, le minimum d’erreur de classification a été obtenu avec les

5 premiers RW pour les males, et avec les 8 premiers RW chez les femelles.
Pour les tétes, les 6 premiers RW ont donné les meilleures reclassifications
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tant chez les méles que chez les femelles. 1l s’agit de reclassifications dites
“validées”, ou chaque individu est classé selon sa valeur sur les fonctions
discriminantes qui ont été calculées cependant sans lui (paragraphe 5.4.4).

Temps de développement

Le “temps” de développement a été estimé par un nombre d’individus
obtenus aprés un certain délai. Nous avons compté le nombre d’adultes
obtenus apres les 7 premiers mois dans chaque traitement, puis ceux obtenus
apres les 7 mois suivant. En effet, certains traitements ont connu un temps
de développement assez rapide et ont produit la totalité ou la presque totalité
des adultes avant le septieme mois, d’autres ont nécessité jusqu’a sept mois
de plus.

Mortalité

La mortalité a été estimée de deux fagon différentes (paragraphe 5.1.3):

1. Par le rapport entre le nombre de larves mortes (quel gu’en soit le stade)
et le nombre total de larves de premier stade au départ de I’expérimen-
tation. Le nombre de larves mortes peut ¢tre estiné par la différence
entre le nombre d’adultes obtenus dans un groupe et le nombre initial
de larves. Ce dernier nombre est connu puisque contrdlé expérimen-
talement : 40 ou 120, selon les groupes.

2. Par le rapport entre le nombre de larves mortes dans un groupe et
le nombre d’adultes obtenus dans ce groupe au moment de l'arrét de
I'expérimentation. Cette deuxieme modalité représente le nombre de
larves mortes que coiite I’obtention d'un adulte viable. Elle permet
de comparer la mortalité dans cette expérience avec celle calculée dans
’expérience suivante (au paragraphe 6.4).

6.3.2 Bref rappel des traitement statistiques

La taille centroide a été traitée par une analyse de variance & deux facteurs
(ANOVA), ainsi que par les tests non-paramétriques implémentés dans le
script VAR (pour plus d’explications, voir paragraphes 5.4.3 et 5.5).

Les normes de réaction ont été illustrées par les graphiques classiques
(Figures 27, 28) expliqués au paragraphe 2.1.1.

81



Pour mieux illustrer les changements de variances entre groupes, des
graphiques montrant la dispersion des valeurs autour des médianes ont été
utilisés (Figures 29 et 30).

Les analyses de la conformation sont basées sur ’approche de Collyer &
Adams (2007) décrites au paragraphe 5.2.2.

6.3.3 Résultats

En général, les insectes soumis & une plus forte densité de population et une
plus grande fréquence d’alimentation, des conditions que 1’on suppose proches
des conditions domestiques, ont montré un temps de développement plus
rapide et une taille moindre. Les cycles les plus lents et les plus grandes tailles
ont été observés dans les conditions opposées: basses densités de population
et moindre fréquence des repas, soit en fait ce que 'on suppose pour un
habitat sylvestre.

Temps de développement

Aprés 7 mois, toutes les larves nourries a4 une fréquence hebdomadaire
avaient déja subi la mue imaginale. A ce stade, seulement 42% des larves
nourries mensuellement avaient produit des adultes. Dans le groupe des
larves nourries mensuellement, il a fallu attendre encore 7 mois pour que
toutes les mues imaginales soient terminées. Ces différences sont statistique-
ment significatives (X2, P < 0.001).

Mortalité

Le rapport indiquant combien de larves “doivent” mourir pour qu’un
adulte soit produit (paragraphe 5.1.3) est montré dans la colonne “mortalite
(i)” de la table 8.

Le pourcentage de larves mortes (& 1’exclusion des adultes donc, puisque
ces derniers ont été sacrifiés aussitét formés) a montré une nette différence
selon la fréquence d’alimentation, quelle que soit la densité: entre 10 et 22%
dans les groupes nourris de fagon hebdomadaire, et entre 49 et 50% dans les
groupes nourris mensuellement (colonne “mortalite (ii)” de la table 8).
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n Fréquence Adultes Larves Mortalité (i) Mortalité (i1)
initial d’alimentation survivants mortes

40 H 36 4 0.11 0.10

40 M 20 20 1.00 0.50

120 H 94 26 0.28 0.22

120 M 61 59 0.97 0.49

Table 8: Deux fagons de quantifier la mortalité: (i) et (ii) (paragraphe
5.1.3). On voit que la mortalité est la plus élevée a basse fréquence
d’alimentation (M), et cela quelle que soit la densité (40 ou 120). n,
nombre de larves de premier stade au début de 'expérience, H, alimentation
hebdomadaire; M, alimentation mensuelle.

Dans le tableau des échantillons mesurés {Table 9), on voit que les plus pe-
tits effectifs se trouvent bien dans le groupe peu dense nourri mensuellement,
c’est-a-dire le milieu qui simule les conditions sylvestres. C’est le groupe ou
la mortalité est la plus grande (Table 8))

Treatment Femelle Male
Aile Téte Aile Téte

40H n 15 17 19 19

m 94720 1218.70 893.10 1171.90

sd 46.60 51.10 51.10 50.10
40M n 8 11 9 9

m 1046.00 1234.50 966.30 1180.80

sd 56.50 39.90 52.80 49.80
120H n 42 48 46 43

m 933.30 1217.10 865.30 1159.80

sd 50.20 47.10 61.10 61.60
120M n 26 26 35 35

m 913.70 1212.20 840.20 1154.70

sd 27.10 27.20 25.90 25.40

Table 9: Taille d’échantillon (n), taille moyenne en pixels (m) et déviation
standard (sd) de chaque groupe: 40H, densité 40 et alimentation hebdo-
madaire; 40M, densité 40 et alimentation mensuelle; 120H, densité 120 et
alimentation hebdomadaire; 120M, densité 120 et alimentation mensuelle.
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Taille

1. Les changements métriques ont suivi environ les mémes tendances chez
les méles et les femelles, tant pour les ailes que pour les tétes (Figures
27 28).

2. Les variations ont été similaires entre les ailes et les tétes, mais plus
accusées pour les ailes (Figures 27 28).
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Figure 27: Normes de réaction de la taille des ailes chez les maéles et les
femelles. 40_H, densité 40 et aliimentation hebdomadaire; 40_M, densité 40
et alimentation mensuelle; 120_H, densité 120 et alimentation hebdomadaire;
120_M, densité 120 et alimentation mensuelle. On voit que les grandes
tailles n’apparaissent que lors de la combinaison d’une faible den-
sité (40) et d’une alimentation moins fréquente (M). Il est curieux
d’observer qu'une alimentation plus généreuse (H) ne génere pas de grandes
tailles, méme quand la densité est basse (40).
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Figure 28: Normes de réaction de la taille des tétes chez les maéles et les
femelles. 40_H, densité 40 et alimentation hebdomadaire; 40_M, densité 40
et alimentation mensuelle; 120_H, densité 120 et alimentation hebdomadaire;
120_M, densité 120 et alimentation mensuelle. La tendance générale est celle
observée sur les ailes (Figure 27), mais elle est moins accusée.

3. En général, les insectes soumis & une haute densité de population ont
montré une taille plus petite (Table 9, Figures 27, 28). Les changements
n’ont été significatifs que pour les ailes (Tables 10 et 11).

4. Entre densité et fréquence d’alimentation existe une interaction signi-
ficative en ce qui concerne la taille des ailes (Table 10, voir colonne
Dx-Dy de la table 11).
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Sexe 'Trait Densité Alimentation Interaction

F A 0.000*  0.001* 0.000*
T 0.227 0.580 0.293

M A 0.000*  0.039 0.000*
T 0.093 0.853 0.555

Table 10: Valeurs de P aprés analyse de variance (ANOVA) de la taille cen-
troide de l'aile (A) et de la téte (T) de R. pallescens selon deux facteurs : la
densité de population et la fréquence d’alimentation. F, femelle; M, male; A
Aile; T, Téte; Densité: 40 ou 120; Alimentation: hebdomadaire ou mensuelle;
* signification statistique significative aprés correction de Bonferroni (alpha
0.05). Pour l'aile seulement, la densité et ’alimentation peuvent en-
trainer des modification significatives, de méme que leur interaction.
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Taille moyenne
Sexe Trait Alimentation Densité Différence
Dx 40 Dy 120 DxH Dy M  Dx-Dy

F A -98.8%* 19.7 13.9 132.4* -118.5%
T -15.8 4.9 1.6 22.3 -20.7
M A -73.3*% 25.1 27.7  126.1%* -08.4*
T -8.9 4.6 12.5 26.0 -13.5
Variance de taille
Sexe Trait Alimentation Densité Différence

Dx 40 Dy.120 DxH Dy-M DxDy
F A -1027.6 1787.5 -352.2 2462.8 -2815.1
T 1017.0 1483.1 3933 859.4 -466.1
M A -172.7  3057.2* -1115.1 2114.8 -3229.9*%
T 31.2  3141.9% -1276.7 1834.1 -3110.8

Table 11: Test non parametriques de la moyenne et variance de la taille.
Dx_40, différence de moyennes et / ou variances entre les rythmes de alimen-
tation & la densité 40; Dy_120, la méme différence & la densité 120; Dx_H, dif-
férence de moyennes et / ou variances entre les densités quand l'alimentation
est hebdomadaire; Dy_M, la méme différence quand I’alimentation est mensu-
elle; Dx-Dy, (Dx_40 - Dy_120 = Dx_H - Dy_M), interaction non parametrique
entre densités ou alimentations. Comme pour 'ANOVA paramétrique (Table
10), I'interaction n’est significative que pour les ailes. La variance de la taille
de l'aile est affectée chez les males. F, femelle; M, male; A, Aile; T, Téte;*
valeur significative aprés correction de Bonferroni (alpha 0.05).

5. La partie inférieure de la Table 11 présente les résultats relatifs a la
norme de réaction des variances de taille. La variance des tailles est
restée relativement similaire entre les groupes, seul les méles élevés dans
des condition de densité plus élevée (120) et nourris hebdomadaire-
ment (H) ont montré un changement significatif: une variance moin-
dre, tant pour I'aile que pour la téte. Cette tendance est observée chez
les femelles aussi, mais dans ce sexe elle n’est pas significative (Figures
29 and 30, Table 11).

6. L’examen visuel de la dispersion des valeurs autour de la médiane (Fi-
gure 29, 30) fait apparaitre un profil particulier, plus apparent pour
I’aile que pour la téte: lorsque le régime alimentaire est mensuel, les
grandes tailles semblent avoir disparu aux densités élevées (120_M), les
petites tailles aux densités plus basses (40-M).
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Figure 29: Médiane et dispersion de la variable de taille des ailes dans chaque
traitement. Chaque boite montre la médiane de groupe séparant les quartiles
25 et 75, avec les quartiles 10 et 90 de chaque c6té de la ligne traversant
la boite. 40_H, densité 40 quand l’alimentation est hebdomadaire; 40_M,
densité 40 quand l'alimentation est mensuelle; 120_H, densité 120 quand
I’alimentation est hebdomadaire; 120_M, densité 120 quand l’alimentation
est mensuelle.
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Figure 30: Médiane et dispersion de la variable de taille de la téte dans chaque
traitement. Chaque boite montre la médiane de groupe séparant les quartiles
25 et 75, avec les quartiles 10 et 90 de chaque coté de la ligne traversant
la boite. 40_H, densité 40 quand l’alimentation est hebdomadaire; 40_M,
densité 40 quand l'alimentation est mensuelle; 120_H, densité 120 quand
I’alimentation est hebdomadaire; 120_M, densité 120 quand 1’alimentation
est mensuelle.

7. Interactions. La colonne Dx-Dy de la Table 11 correspond & un test
non-paramétrique de 'interaction entre densité et alimentation. Elle in~
dique comment (significativement ou non) la taille entre insectes soumis
a différents régimes alimentaires dépend de la densité, ou inversément,
comment les effets de la densité sur la taille dépendent du régime ali-
mentaire.
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Dans notre expérience, et dans les deux sexes, une fréquence d’alimen-
tation relativement basse n’a produit une augmentation significative de
la taille des ailes que lorsque la densité était relativement basse. Ou in-
versément, puisque nous ne pouvons pas préjuger des relations de cause
a effet, mais c’est donc bien la combinaison des deux facteurs qui est
nécessaire pour produire un effet déterminé.

11 en va de méme pour la variance des tailles: chez les méles, le change-
ment de variance observé entre deux fréquences d’alimentation est plus
important & densité plus élevée.

Conformation

1. Aucune différence significative n’a été trouvée pour la variation de la
conformation (Table 12). Cependant, les changements apparents de
conformation dans les deux sexes ont suivi la méme tendance générale
que ceux de la taille: plus importants pour I’aile que pour la téte.
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Aile P Téte P
Femelles
Interaction 0.470 0.010
Alimentation Dx40 0.021 0.314 0.012 0.052
Dy_120 0.012 0.724 0.005 0.890
Dx-Dy 0.009 0.261 0.007 0.020
Angle 81 0.150 49 0.304
Densité Dx H 0.015 0938 0.008 0.155
Dy-M  0.027 0.143 0.006 0.775
Dx-Dy -0.012 0.220 0.002 0.435
Angle 58 0.277 &6 0.020
Males
Interaction 0.011 0.602
Alimentation Dx 40 0.026 0.142 0.007 0.671
Dy_120 0.017 0.683 0.007 0.551
Dx-Dy 0.009 0.134 0.00 0.995
Angle 56 0.118 45 0.316
Densité Dx H 0.016 0500 0.002 0.955
Dy M 0.020 0400 0.006 0.394
Dx-Dy 0.004 0470 -0.004 0.147
Angle 74 0.030 65 0.468

Table 12: Importance et direction des changements de la conformation de
I’aile et de la téte chez Rhodnius pallescens. Dx_40, distances euclidiennes en-
tre les rythmes d‘alimentation a la densité 40; Dy_120, la méme distance a la
densité 120; Dx_H, distances euclidiennes entre densités quand 1’alimentation
est hebdomadaire; Dy_M, la méme distance quand ’alimentation est mensu-
elle; Dx-Dy, valeur de (Dx_40 - Dy_120) ou (Dx_H - Dy_M); Angle, direction
de changement phénotypique. Dans ce tableau, les distances euclidiennes
ont été corrigées pour la taille: elles ont été calculées entre des variables
prédites en fonction des groupes et d’une taille unique (cfr. MANCOVA,
paragraphes 5.3.4 ¢t 5.4.5). Pour connaitre la valeur des distances non cor-

rigées, voir la table suivante (Table 13).
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Aile Téte
Pro E Ec Proc E Ec

Femelles

Feeding Dx40 0.014 0.013 0.021 0.012 0.011 0.012
Dy_120 0.014 0.013 0.120 0.005 0.004 0.005

Density Dx_H 0.015 0.013 0.015 0.008 0.006 0.008
Dy M 0.023 0.022 0.027 0.006 0.005 0.006

Males

Feeding Dx.40 0.021 0.019 0.026 0.007 0.007 0.007
Dy_120 0.025 0.020 0.017 0.007 0.008 0.007

Density Dx.H 0.017 0.012 0.016 0.003 0.002 0.002
DyM  0.020 0.019 0.020 0.005 0.005 0.006

Table 13: Distances métriques qui mesurent ’ampleur des changements de la
conformation de I'aile et de la téte chez R. pallescens en fonction de la densité
de population (40, 120) et du rythme des apports alimentaires (H, M). Les dis-
tances entre traitements reprennent les valeurs des distances euclidiennes (Ec)
du tableau précédent (Table 12) et les comparent aux mémes distances non
corrigées pour la taille (E), ainsi qu’aux distances (non-euclidiennes)
de Procrustes (Pro). Ces derniéres sont montrées & titre informatif: elles
restent a ’évidence treés corrélées aux distances euclidiennes. Dx_H, distances
euclidiennes entre densités quand I'alimentation est hebdomadaire; Dy_M, la
méme distance quand l'alimentation est mensuelle; Dx 40, distances eucli-
diennes entre les rythmes de alimentation & la densité 40; Dy_120, la méme
distance a la densité 120. F, femelle; M, male; A, aile; T, téte.
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6.4 Transition d’un hdéte a un autre

Dans cette troisieme série d’expériences, nous avons utilisé des groupes créés
expérimentalement pour comparer les changements phénotypiques qui se-
raient produits en l'espace d’une génération suite & des sources de sang dif-
férentes (sang d’oiseau, sang de rongeur).

Cette partie de nos expérimentations a pour objectif de quantifier les change-
ments phénotypiques que pourraient présenter deux especes de Triatominae,
R. prolizus et R. pallescens, exposées aux mémes conditions de maintien dans
les colonies de laboratoire hormis le type d’alimentation (sang de poule, sang
de rat).

Pour rappel, R. prolizus est une esptce parfaitement adaptée an milien do-
mestique, tandis que R. pallescens en Colombie vit dans les palmiers sans
jamais parvenir a coloniser les habitations voisines.

6.4.1 Protocole expérimental

Formation des parents

1. Powur éviter de former des couples avec des femelles déja fécondées, les
adultes destinés a former des couples ont été séparés au stade pré-
imaginal. Donc, 50 larves de cinquieine stade de R. pallescens et 50
larves de méme stade de R. prolizus ont ¢té préparées.

2. Elles ont été individualisées dans de petits flacons, leur génitalia ont
été photographiés et une premiere tentative d’'identification du sexe a
été faite sur la base de ces photographies (Figure 31). Chaque flacon a
été étiqueté avec les données relatives & la colonie (localité, nombre de
fondateurs, année de collection, etc.).

3. Apres la mue, les couples ont été formés.
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Femelle Male

Figure 31: Identification du sexe au stade de larve de cinquieme stade

Lignées isofemelles (1 male, 1 femelle), ou lignées monoparentales

1.

Les couples formés sont soit issus des larves préparées a cette fin, soit
constitués d’une femelle issue des larves (paragraphe précédent) et d’un
male choisi dans la colonie du laboratoire. Les larves L.l descendant des
couples sont séparées dans des proportions approximativement égales
dans deux flacons, ['un destiné a l’alimentation sur le mammifere (rat)
et I'autre sur 'oiseau (poule). Ces lots resteront séparés jusqu'a l'age
adulte.

Le nombre de larves varie selon les couples entre plusieurs dizaines
d’individus et plus de cent, selon la fertilité de chaque couple.

. Les lots sont nourris hebdomadairement, chaque repas d’une durée lim-

itée & une heure.

Les parametres suivants sont relevés: la date de début de la ponte, les
éclosions et le nombre d’ceufs (chaque semaine), la date d’éclosion des
larves de premier stade, tout en continuant d’introduire des ceufs dans
les mémes proportions selon le type d’alimentation.

Pour réaliser les analyses statistiques, nous nous sommes limités a 30
males et 30 femelles (F'1) par couple dans chaque type d’alimentation
(rat et/ou poule). Des cette limite atteinte, le flacon a cessé d'étre
suivi; ce n'est qu’a l'arrét final de toute I'expérimentation que ces lots
ont été alors sacrifiés.

. Les adultes (F1) retenus pour analyses sont rassemblés dans un sac

en plastic en attente de leur dissection, le montage de leurs ailes, la
photographie et les analyses.
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Figure 32: Couple de R. prolizus ou de R.pallescens. Subdivision des descen-
dants pour 'alimentation sur le rat ou la poule.

Lignées de groupes, ou lignées multiparentales Chez les Triatomi-
nae, il est rare de rencontrer dans la nature un seul couple et sa clescen-
dance. Plusieurs auteurs ont observé que ces insectes ne restent pas appariés
longtemps apres la copulation, un comportement qui permet des accouple-
ments successifs. Ces derniers sont facilités par le fait que les copulations
émettent apparemment une phéromone qui favorise I'agrégation des males
autour des couples (Baldwin et al., 1971; Manrique & Lazzari, 1994, 1995;
Pires et al., 2002, 2004).

Pour vérifier que nous n’avons pas introduit une pression sélective inha-
bituelle (négative) sur la fécondité ou la fertilité, nous avons tenté de répéter
le protocole dans des conditions un peu plus comparables aux conditions na-
turelles, en perdant toutefois 'avantage d'une homogénéité génotypique entre
individus de chaque lignée.

1. Les groupes multiparentaux “5x5” (5 femelles et 5 males) sont préparés
a partir des larves ou des mues imaginales (voir plus haut).

2. Le reste des opérations, sur leur descendance, suit le méme protocole
que pour les lignées isofemelles (voir ci-dessus).

Origine des colonies

R. pallescens ILa colonie mere de R. pallescens utilisée ici est au labo-
ratoire depuis 1999, elle provient de palmiers Attalea butyracea de la localité
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de Galeras (Province de Sucre, Colombie). Elle a été fondée a partir de 152
larves L1 obtenues en laboratoire des spécimens de palmier.

R. prolizus La colonie meére de R. prolizus utilisée dans cette ex-
périmentation est au laboratoire depuis 1993, donnée par le Département
d’Entomologie de I'institut O. Cruz de Rio de Janeiro (Brésil). La prove-
nance initiale est celle d’une population domestique au Venezuela (Etat de
Guarico, Localité Ortiz).

Mesures morphométriques L’aile seule a été examinée, sur 11 points
reperes (PR) (Figure 33). Etant donné les tres faibles effectifs obtenus chez
R. pallescens, les ailes ont été comparées plutot que les individus. Cela per-
met de doubler les effectifs, mais ajoute une variabilité intra-individuelle dans
les comparaisons entre individus ou groupes. Comme la variabilité intra-
individuelle est trés faible par rapport a la variabilité inter-individuelle, le
biais peut étre considéré comme modéré voire négligeable.

Figure 33: Points repéres anatomiques (LM) collectés chez R. pallescens et
chez R. prolizus (dans I’exemple). Tous les LM sont definies comme type 1.
(Bookstein, 1991)

Temps de développemnt Le temps de développement est évalué pour
chaque lot, il est compté en jours depuis la premiére ponte jusqu’au premier
adulte.
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Mortalité La mortalité est ici le rapport entre le nombre de larves mortes
et le nombre d’adultes obtenus & un moment donné de ’expérience (para-
graphe 5.1.3). Il s’agit ici en quelque sorte du cofit représenté par tel ou tel
nombre d’adultes produits. Cet index de mortalité n’a été calculé que sur les
lignées qui n’avaient pas encore produit 30 males et 30 femelles au moment
de l'arrét final de ’expérience. Pour rappel, dans notre protocole expéri-
mental une lignée cessait d’étre suivie quand elle avait produit une trentaine
d’individus adultes. Les lignées n’ont pas produit ce nombre d’individus en
méme temps, et certaines ne sont pas arrivées & ce nombre de descendants
malgré une attente de plusieurs mois. Ce sont ces lignées 14 qui ont été util-
isées pour le calcul de la mortalité Ce calcul n’a pas été retenu pour les lots
qui avaient produit leur quota d’adultes avant la fin des expérimentations,
puisqu'’ils avaient cessé d’étre suivis.

Calculée ainsi, la mortalité est donnée par une proportion de larves mortes
dans chaque stade larvaire (Figure 35), ou pour la totalité des stades larvaires
(Figure 34). Les figures ont été construites pour la mortalité calculée dans
I’ensemble des couples.

6.4.2 Résultats

Les différentes lignées constituées ont été comparées quant & leur mortalité,
leur temps de développement et leurs propiétés métriques.

Mortalité dans chaque espéce

R. pallescens a montré une trés mauvaise adaptation a 1’alimentation
sur le rat (Tables 14 et 15, et Figure 34). Les effectifs adultes ainsi obtenus
dans les lignées alimentées sur le rat ont été nuls ou tres faibles, handicapant
sérieusement, nos possibilités de comparaisons statistiques.

96



15+

12.167

10+
b=
g
=}
E

5_

0.4298 0.3781 0.3000
0- poule rat | poule rat
Rpal Hpro

Figure 34: Mortalité globale (sans distinguer les stades larvaires) dans
I’ensemble des couples chez R. pallescens et R. prolizus, selon qu’ils ont été
alimentés sur la poule ou sur le rat.

La mortalité chez R. pallescens a toujours été plus importante dans
le stade larvaire L3. Chez R. prolizus, la mortalité a été légérement plus
élevée sur la poule (Figure 35), plus particulierement dans le stade larvaire
L5.
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Figure 35: Mortalité larvaire chez R. pallescens (Rpal) et R. prolizus (Rpro)
alimentés sur la poule (pou) ou le rat. Ces valeurs ont été calculées sur
'ensemble des couples (lignées monoparentales). A, adultoide (adulte mort
pendant la mue, pas extrait de son exhuvie), L1, L2, L3, L4, L5, stades
larvaires 1 a 5.
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Individus Femelles

R. pallescens R. prolizus
Catégorie Poule Rat Poule Rat
Couplel n 8 1 21 10

m 8.83 837 8.33 7.94
sd 0.25 0.06 0.16 0.38
Couple2 n 30 1 13 17
m 892 9.19 8.55  8.43
sd 0.31 0.06 0.22 0.23

Couple3 n 7 0 13 21
m 895 - 8.12 823
sd 0.53 - 0.27 0.24
Couple5 n 25 3 31 33

m 3819 872 8.08 7.92
sd 030 0.07 0.19 0.22

Couple6 n 3 0 30 30
m 912 - 8.31 824
sd 0.25 - 0.20 0.20

Total n 73 5 108 111

(couples) m 8.62 8.74 8.25 8.14
sd 0.46 0.28 0.256 0.30

Gpl (5x5) n 32 12 30 26
m 848 872 771 774
sd 029 048 033 0.29
Gp2 (5x5) n 30 4 30 32
m 860 844  7.66 7.35
sd 036 035 048 0.39

Total n 62 16 60 58
(5x5) m 854 8.65 7.69 7.53
sd 0.33 0.46 0.41 0.40

Table 14: Taille d’échantillon (n), taille centroide moyenne en millimétre
(m) et deviation standard (sd) dans chaque catégorie de traitements: cou-
ples (lignées isofemelles, ou monoparentales) et groupes ou lignées mul-
tiparentales (Gp 5x5), ainsi que sur le total de chaque catégorie, chez les
femelles de R. pallescens et R. prolizus
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Individus Méiles

R. pallescens R. prolizus
Catégorie Poule Rat Poule Rat
Couple 1 n 8 1 16 11

m 816 8.12 7.56  7.27
sd 0.18 0.09 0.10 0.21
Couple 2 n 20 1 23 20
m 812 825 7.68 7.63
sd 0.22 0.01 0.15 0.19

Couple 3 n 9 0 32 21
m 809 - 741  7.32
sd 032 - 0.29 022

Couple 5 n 20 4 30 29

m 7.64 804 7.32 7.20
sd 037 035 0.22 020

Couple 6 n 4 0 30 34
m 854 - 7.62 7.32
sd 0.18 - 0.20 0.19

Total n 61 6 131 115

(couples) m 7.93 809 7.50 T7.34
sd 037 030 0.25 024

Gpl (5x5) n 22 14 30 22
m 791 803 6.90 7.5
sd 029 0.32 0.24 0.29
Gp2 (5x5) n 30 13 30 30
m 7.82 792 713 6.72
sd 0.32 027 0.30 0.29

Total (5x5) n 52 27 60 52
) &) m 7.8 7.96 7.01 6.86
sd 031 031 0.29 0.33

Table 15: Taille d’échantillon (n), taille centroide moyenne en millimétre
(m) et deviation standard (sd) dans chaque catégorie de traitements: cou-
ples (lignées isofemelles, ou monoparentales) et groupes ou lignées multi-
parentales (Gp 5x5), ainsi que sur le total de chaque catégorie, chez les méles
de R. pallescens et R. prolizus
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Temps de développement dans chaque espéece

R. prolizus s’est développé plus rapidement que R. pallescens quelle
que soit la source d’alimentation. Les deux espeéces ont eu un temps de
développement plus court élevées sur la poule (Figure 36).

Couples

g

200

Temp de développemet (Jours)

) Rpal_poule  Rpal_rat - Rpra_poule Rpro_ral

Figure 36: Descendarnces de couples (lignées isofemelles ou monoparentales).
Norme de réaction du temps de développement chez R. pallescens (R. pal,
a gauche) et chez R. prolizus (R. pro, a droite) en fonction de la source
d’alimentation: sang de poule ou de rat. Couple 1 = Rouge, Couple 2 =
Vert, Couple 3 = Bleu foncé, Couple 5 = Orange et Couple 6 = Bleu clair.
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Figure 37: Meéme graphique que le précédent sur le temps de développement
(Figure 36), sur lequel la moyenne des couples est indiquée (bleu). Il s’agit
de la norme de réaction moyenne des couples (lignées isofemelles ou mono-
parentales) entre la poule et le rat dans les deux especes: R. pallescens (R.
pal, a gauche) et R. prolizus (R. pro, a droite).
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Figure 38: Descendances de groupes (lignées multiparentales). Norme de
réaction du temps de développement chez R. pallescens (R. pal, & gauche) et
chez R. prolizus (R. pro, a droite) en fonction de la source d'alimentation:
sang de poule ou de rat. Groupe 1 = Rouge, Groupe 2 = Vert.
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Figure 39: Méme graphique que le précédent sur le temps de développement
(Figure 37), sur lequel la moyenne des groupes est indiquée (bleu). Il
s'agit de la norme de réaction moyenne des groupes (lignées multiparentales)
entre la poule et le rat dans les deux especes: R. pallescens (R. pal, & gauche)
et R. prolizus (R. pro, a droite). En noir les différents groupes (5x5) et en
bleu leur moyenne.

Plasticité phénotypique chez Rhodnius prolizus

Avant de comparer les deux especes quant a leur plasticité morpho-
logique, nous avons examiné cette plasticité a l'intérieur de chacune d’entre
elles, c'est-a-dire d'un hote a ['autre cans chaque lignée d'une espece, puis
entre les lignées de cette méme espece. Voici donc les analyses de la variation
de la taille et de la conformation chez R. prolizus.

1. Comparaisons de la taille selon le milieu, chez R. prolizus
Dx, Dy

Pour rappel, Dx ou Dy désignent une différence de taille, de varian-
ce ou de conformation d'un milieu a I'autre, tandis que I'indice “x” ou
“v” désigne la catégorie considérée: tel ou tel couple, groupe ou espece

(paragraphe 5.2).
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Dans les deux sexes de R. prolizus, il y a une tendance générale a la
réduction de la taille moyenne et & 'augmentation de la variance chez
les couples alimentés sur le rat (Figures 40, 41 et 42).

Dx-Dy

Pour rappel, la différence Dx-Dy teste I'interaction entre le milieu

U, n [{3})

et la catégorie “x” ou “y” (couple, groupe, espeéce) (paragraphe 5.2.1).

La plasticité peut différer significativement entre couples (geno-
types), comme il apparait dans la colonne Dx-Dy des Tables 16 et 17,
donc tant pour la moyenne des tailles (Table 16) que pour leur variance
(Table 16).
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Figure 40: Norme de réaction des femelles des divers couples de R. prolizus.
Chaque boite montre la médiane de groupe séparant les quartiles 25 et 75,
avec les quartiles 10 et 90 de chaque coté de la ligne traversant la boite. Cette
présentation graphique permet de visualiser les déplacements de moyennes
et les changements apparents de variance de la taille. Un graphique plus
dépouillé, mais n'informant que sur les moyennes, est aussi présenté. (Figure
42).
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Figure 41: Norme de réaction des males des divers couples de R. prolizus.
Chaque boite montre la médiane de groupe séparant les quartiles 25 et 75,
avec les quartiles 10 et 90 de chaque coté de la ligne traversant la boite. Cette
présentation graphique permet de visualiser les déplacements de moyennes
et les changements apparents de variance de la taille. Un graphique plus
classique, mais n'informant que sur les moyennes, est aussi présenté. (Figure
42).
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Figure 42: Norme de réaction de {a taille des insectes descendant de couples
monoparentaux de R. prolizus. Les femelles sont & gauche, les males a droite.
Couple 1 = Rouge, Couple 2 = Vert, Couple 3 = Bleu foncé, Couple 5 =
Orange et Couple 6 = Bleu clair.
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Changement de la taille moyenne des couples de R. prolizus

Sex Couple Dx Couple Dy Dx-Dy
(Poule-Rat) (Poule-Rat) (Interaction)

F 1 0.39* 2 0.12 0.27*
1 0.39* 3 -0.12 0.51%*
1 0.39* ) 0.16* 0.23*
1 0.39* 6 0.07 0.32*
2 0.12 3 -0.12 0.24*
2 0.12 5 0.16* -0.04
2 0.12 6 0.07 0.05
3 -0.12 5 0.16* -0.28*
3 -0.12 6 0.07 -0.19*
) 0.16* 6 0.07 0.09

M 1 0.29* 2 0.05 0.24*
1 0.29* 3 0.08 0.21*
1 0.29* ) 0.12* 0.17*
1 0.29* 6 0.30* -0.01
2 0.05 3 0.08 -0.03
2 0.05 ) 0.12* -0.07
2 0.05 6 0.30* -0.25*
3 0.08 ) 0.12* -0.04
3 0.08 6 0.30* -0.22%
5 0.12% 6 0.30* -0.18*

Table 16: Dx, Dy et Dx-Dy, tests non-parametriques sur les variations de
tailles moyennes. Dx et Dy = différences de moyennes entre I’alimentation
sur la poule et le rat dans un couple (x ou y) de R. prolizus; Dx-Dy =
interaction entre couple (x/y) et alimentation (rat/poule). F = femelles; M
= males; * valeur significative aprés correction de Bonferroni (alpha 0.05)
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Changement de variance des tailles des couples de R. prolizus

Sex Couple Dx Couple Dy Dx-Dy
(Poule-Rat) (Poule-Rat) Interaction

F 1 -0.12* 2 -0.004 -0.12*
1 -0.12* 3 0.01 -0.13*
1 -0.12* 5 -0.01 -0.11*
1 -0.12* 6 -0.002 -0.12*
2 -0.004 3 0.01 -0.01
2 -0.004 5 -0.01 0.006
2 -0.004 6 -0.002 -0.002
3 0.01 5 -0.01 0.02
3 0.01 6 -0.002 0.01
5 -0.01 6 -0.002 -0.008

M 1 -0.03* 2 -0.01 -0.02
1 -0.03* 3 0.03 -0.06*
1 -0.03* 5 0.01 -0.04%*
1 -0.03* 6 0.00 -0.03*
2 -0.01 3 0.03 -0.04
2 -0.01 5 0.01 -0.02
2 -0.01 6 0.00 -0.01
3 0.03 5 0.01 0.02
3 0.03 6 0.00 0.03
5 0.01 6 0.00 0.01

Table 17: Dx, Dy et Dx-Dy, tests non-parametriques sur les change-
ments de variances de tailles. Dx et Dy = différences de moyennes entre
'alimentation sur la poule et le rat dans un couple (x ou y) de R. prolizus;
Dx-Dy = interaction entre couple (x/y) et alimentation (rat/poule). F =
femelles; M = males; * valeur significative apres correction de Bonferroni
(alpha 0.05)

2. Changements de la conformation selon le milieu chez R. pro-
lizus

Superpositions de Procrustes

Visualisation de la superposition “procrustéenne” des deux envi-
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ronnements, poule et rat. La conformation moyenne de l'aile dans un
environnement est superposée a celle de 'autre environnement. Cette
superposition est montrée dans chaque couple, pour chaque sexe.
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Figure 43: Superpositions de Procrustes chez R. prolizus. Visualisation (sans
amplification) des changements de conformation de l'aile (11 points reperes)
entre deux environnements (poule -rat) a I'intérieur de chaque couple, dans

les deux sexes.
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Disparité métrique

Les males des couples 3 et 5 ont montré une modification de leur
disparité metrique (DM). Il s’agit de changements contraires, une aug-
mentation de la DM dans un couple, une diminution dans 1’autre (Table
18).

Disparité métrique chez R. prolizus

Sex Couple Poule Rat P

Femelle c_1 0.00131 0.00184 0.057
c_2 0.00077 0.00091 0.2
c3 0.00145 0.00146 0.038
5 0.00126 0.00121 0.354
c6 0.00094 0.00090 0.377

Male c_l 0.00114 0.00130 0.244
c2 0.00112 0.00103 0.325
c3 0.00096 0.00146 0.001*
c5 0.00166 0.00123 0.013*
c6 0.00117 0.00129 0.174

Table 18: Disparité métrique (diversité des formes) entre différentes sources
d’alimentation pour cing couples de R. prolizus. P; signification statistique
de la comparaison entre milieux (poule, rat). 11 n’y a pas ici de comparaisons
entre les lignées. * valeur significative apres correction de Bonferroni (alpha
0.05). Les valeurs semblent relativement moins stables chez les males

Conformation: Dx, Dy

Pour rappel de la signification de Dx, Dy et de Dx-Dy, en ce qui con-
cerne la conformation, se référer au paragraphe 5.2.2, ou a la Figure 16.

La conformation a été définie par les 7 ou 9 premiers RW (composantes
principales des PW) selon les comparaisons chez les méles, et les 9 pre-
miers RW chez les femelles. Le choix de ces nombres de composantes
principales est basé sur le critére de classification (validée) aprés anal-
yses discriminantes (paragraphe 1.4.5) (Baylac & Friessf8, 2005).
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Analyse taille inclue

La conformation reste relativement stable chez R. prolizus entre
deux types d’alimentation, et cela dans les deux sexes. Un couple sur
cing montre cependant un changement conformationel significatif (le
couple 6 chez les femelles) (voir la colonne Dy de la Table 19).

Analyse taille exclue

Apres la verification d’un modele allométrique commun, la taille a
¢été fixée & une valeur unique. Il n'y a alors plus de variation de taille, et
les différences observées sont des différences de conformation sans effets
allométriques (paragraphe 5.3.4). Le couple 6 chez les femelles continue
de montrer des variations de la conformation significatives entre deux
milieux. (voir le colonne Dy de la Table 20).

Conformation: Dx-Dy

Analyse taille inclue

L’ampleur des changements de conformation d’un milieu & 'autre
ne différe pas entre couples, mais il y a des différences dans la direction
des changements (voir les colonnes Dx-Dy et A de la Table 19).

Analyse taille exclue

Apres vérification d'un modele alométrique commun, et puis fix-
ation de la taille & une valeur unique, Pampleur des changements de
conformation sans effet allométrique differe entre les couple 3 et 6, et
entre les couples 5 et 6 chez les femelles (voir la colonne Dx -Dy de la
Table 20).
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R. prolizus femelles: changement de la conformation de P’aile
M C Dx P C Dy P Dx-Dy P A P

0.00* 1 0.02 0.08 2 0.02 0.59 0.00 0.45 65 0.03
0.00* 1 0.02 015 3 0.02 0.63 0.00 0.44 66 0.09
0.00* 1 0.02 021 5 0.02 0.10 0.00 0.64 76 0.00*
0.00* 1 0.02 048 6 0.03 030 -0.01 042 48 0.01
026 2 0.02 050 3 0.02 067 0.00 095 37 0.24
006 2 0.02 074 5 0.02 035 0.00 0.55 35 0.10
0.00* 2 0.02 09 6 0.03 003 -0.01 0.01 48 0.00*
0.00x 3 0.02 068 5 0.02 026 0.00 0.39 52 0.06
001 3 002 099 6 0.03 005 -0.01 0.02 28 0.08
0.00* 5 0.02 072 6 0.03 0.00* -0.01 0.01 56 0.00*

R. prolizus males: changement de la conformation de l’aile
M C Dx P C Dy P Dx-Dy P A P

007 1 0.03 044 2 0.02 059 0.01 040 36 0.25
0.00* 1 0.03 010 3 0.02 0.11 0.01 0.61 76 0.00*
0.00x 1 0.03 020 5 0.02 0.50 0.01 0.21 62 0.02
0.00* 1 0.03 007 6 0.02 049 0.01 0.16 55 0.00*
0.00* 2 0.02 053 3 0.02 0.15 0.00 0.45 50 0.00*
0.00* 2 0.02 015 5 0.02 048 0.00 048 54 0.01
0.00* 2 0.02 046 6 0.02 0.39 0.00 0.85 43 0.05
0.00* 3 0.02 001 5 0.02 025 0.00 0.12 78 0.00*
0.00* 3 0.02 006 6 0.02 040 0.00 0.22 58 0.00*
0.00* 5 0.02 048 6 0.02 042 0.00 0.53 42 0.08

Table 19: Conformation de ’aile. MANOVA (M) et distances euclidiennes
(Dx ou Dy) entre sources d’alimentation poule ou rat pour cing couples (C)
de R. prolizus. Dx-Dy = Interaction entre couples et hotes. Comparaison des
changements de conformation (Dx, Dy) entre couples mesuré par Dx-Dy, et
par A, 'angle de Collyer & Adams; P, valeur de signification statistique. *
valeur significative aprés correction de Bonferroni (alpha 0.05). Cette analyse
a été faite sans fixer la taille.
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R. prolizus femelles: conformation sans effets allométriques

M C Dx P C Dy P Dx-Dy P A P
0.00 1 0.03 0.06 2 0.02 06 0.0112 0.07 63 0.01
0.00 1 0.03 013 3 0.02 0.6 0.0085 0.21 64 0.05
000 1 003 001 5 0.02 04 0.0111 0.02 78 0.00*
0.00 1 0.03 045 6 0.02 04 0.0111 096 44 0.00*
0.00 3 0.02 079 C5 0.02 05 -0.0022 0.49 38 0.13
0.01 3 0.02 099 C6 0.03 0.04* -0.0108 0.00* 30 0.05
0.00 5 0.02 092 C6 0.03 0.00* -0.0102 0.00* 58 0.00*

R. prolizus maéales: conformation sans effets allométriques

M C Dx P C Dy P Dx-Dy P A P
0.12 1 0.02 048 2 0.02 0.6 0.0015 073 30 0.29
0.00 1 0.02 022 3 0.02 0.1 0.0006 0.87 76 0.00*
0.00 2 0.02 0.55 3 0.02 0.1 -0.0033 0.40 51 0.00*
000 2 0.02 044 6 0.02 04 0.0005 0.87 43 0.05
0.00 3 0.02 0.05 6 0.02 0.6 0.0044 0.19 55 0.00*

Table 20: Conformation de laile libre d’allométrie. MANOVA (M) et dis-
tances euclidiennes (Dx ou Dy) entre sources d’alimentation poule ou rat
pour cing couples (C) de R. prolizus. Dx-Dy = Interaction entre couples et
hotes. Comparaison des changements de conformation (Dx, Dy) entre cou-
ples mesuré par Dx-Dy, et par A, I'angle de Collyer & Adams; P, valeur de
signification statistique. * valeur significative apres correction de Bonferroni
(alpha 0.05). L’analyse a été faite en excluant la variation de taille apres
vérification d’'un modele allométrique commun entre couples.
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Plasticité phénotypique chez Rhodnius pallescens

1. Comparaisons de la taille selon le milieu, chez R. pallescens

Taille: Dx

Chez R. pallescens alimenté sur le rat, la taille moyenne tend &
augmenter dans les deux sexes. La variance a diminué sur le rat chez les
femelles. (Figures 44, et 45). Ces résultats ont été significatifs pour le
couple 5, le seul avec une taille d’échantillon admettant une tentative
d’examen statistique non paramétrique (voir colonne Dx de la Table
22). Il est risqué de parler de changements significatifs car les échan-
tillons sont trés bhas, il y a trois femelles et quatre méales, mais ils sont
les seuls a notre disposition, et nous ferons ici le pari d’'un changement
significatif, afin de permettre des premiéres comparaisons avec l'autre
espece, R. prolizus
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Figure 44: Descendants des trois couples de R.pallescens ayant produit des
adultes. Dispersion des valeurs de tailles des ailes autour de la médiane. Le
couple 1 et le couple 2 n’ont produit qu'une seule femelle.
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Figure 45: Descendants des trois couples de R.pallescens ayant produit des
adultes. Dispersion des valeurs de tailles des ailes autour de la médiane. Le
couple 1 et le couple 2 n’ont produit qu’un seul male.

2. Comparaisons de la conformation selon le milieu, chez R.
pallescens

Etant donné les faibles effectifs en jeu, nous n’avons pas appliqué de
MAN(C)OVA, exigeante en termes d’échantillons dans chaque groupe,
mais une simple ACP sur la variance totale. En outre, nous montrons
les images des superpositions “procrustéennes” entre les ailes des indi-
vidus élevés sur la poule et sur le rat.

Analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales est faite sur la variance totale de
’échantillon, a partir des variables de conformation. Tous les individus
sont fréres et soeurs issus d’'un méme pere et d'une méme mere. Ou
voit cependant que les ressemblances sont accentuées entre les individus
ayant partagé le méme hote pendant la vie pré-imaginale (Figure 46).
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Figure 46: Carte factorielle des deux premiéres composantes principales (soit
677% de la variance totale de I’échantillon), & partir des variables de con-
formation (“PW”). La premieére composante (“RW”) est I'abscisse, la seconde
I'ordonnée. Les points sont les ailes des descendants males et femelles du cou-
ple 5 de R. pallescens (Rpal), alimentés sur la poule ou le rat. On voit que
les ressemblances sont accentuées entre les individus ayant partagé
le méme hote pendant la vie larvaire.

Superpositions de Procrustes

Visualisation de la superposition “procrustéenne” des ailes dans les
deux environnements, poule et rat. La conformation moyenne de ['aile
dans un environnement est superposée a celle de ['autre environnement.
Cette superposition est montrée pour les deux sexes du couple 5 de K.
pallescens (Figure 47).
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Figure 47: Superpositions de Procrustes chez R. pallescens. Visualisation

(sans amplification) des changements de conformation entre deux environ-
nements (poule -rat) a I'intérieur du couple 5, dans les deux sexes. .

Disparité métrique

La disparité métrique des femelles du couple 5 de R. pallescens
nourries sur le rat fut significativernent moindre que celle développée

sur la poule. Tendance inverse, quoique non significative, chez les méales
(Table 21).

Disparité métrique
Sex Espece couple Poule Rat P
Femelles R. pallescens c¢_b 0.00117 0.00066 0.000*
Males R. pallescens c¢_5 0.00081 0.00103 0.079

Table 21: R. pallescens: disparité métrique (D), soit la diversité des formes
alaires, dans le couple 5 (c_5) alimenté sur la poule ou sur le rat; P, signi-
fication statistique de la comparaison des DN entre les deux conditions. *
valeur significative apres correction de Bonferroni (alpha 0.05).
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Comparaisons interspécifiques basées sur les couples

Pour toutes les comparaisons entre espéces, nous n’utiliserons que le
couple 5 de R. pallescens, nous le comparerons successivement aux cing
couples disponibles de R. prolizus. Etant donné les effectifs insuffisants
du coté de pallescens (nourri sur le rat), nous ne réaliserons pas toutes
les analyses statistiques disponibles, et nous nous limiterons & des tests
non paramétriques. Il est entendu que méme significatifs, les résultats sont
obtenus sur des échantillons probablement peu représentatifs.

1. Taille: Dx, Dy, Dx-Dy
Couples étudiés séparément

La différence des tailles moyennes entre les insectes alimentés sur
la poule et ceux alimentés sur le rat est toujours plus importante chez
R. pallescens (couple 5), quel que soit le couple de R. prolizus comparé
(Table 22 et Figure 48).
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Variation de la taille moyenne
Sex Catégorie R. pallescens Catégorie R. prolizus Interaction

Dx Dy Dx-Dy
F  Couple5 -0.52* Couplel  0.39* -0.91*
Couple5  -0.52* Couple2  0.12 -0.64*
Couple5  -0.52* Couple3  -0.12 -0.4*
Couple5  -0.52%* Couple5  0.16* -0.68*
Couple5  -0.52* Couple6  0.07 -0.59*
M  Couple5 -0.39* Couplel  0.29* -0.68*
Couple5  -0.39* Couple2  0.05 -0.44*
Couple5  -0.39* Couple3  0.08 -0.47*
Couple5  -0.39* Couple5  0.12* -0.51%*
Couple5  -0.39* Couple6  0.29* -0.68*

Modification de la variance de la taille
Sex Catégorie R. pallescens Catégorie R. prolizus Interaction

Dx Dy Dx-Dy
F  Couple5 0.09* Couplel  -0.12* 0.21*
Couple5  0.09* Couple2  0.00 0.09*
Couple5  0.09* Couple3  0.01 0.08*
Couple5  0.09* Couple5  -0.01 0.10*
Couple5  0.09* Couple6  0.00 0.09*
M  Couple5 0.01 Couplel  -0.03* 0.04
Couple5  0.01 Couple2  -0.01 0.02
Couple5  0.01 Couple3  0.03 -0.02
Couple5  0.01 Couple5  0.01 0.00
Couple5  0.01 Couple6  0.01 0.00

Table 22: Test non parametrique de la taille (moyenne et variance). Dx
ou Dy = différence de moyennes ou variances entre les insectes alimentés
sur la poule et ceux alimentés sur le rat, chez R. pallescens (Dx) et chez
‘R. prolizus (Dy); Dx-Dy est un test non-parametrique de l'interaction entre
espéce et source de sang; F = femelle; M = maéle; * valeur significative aprés
correction de Bonferroni (alpha 0.05)
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Figure 48: Normes de réaction de la taille parmi les couples de R.pallescens
(R. pal) et de R. prolizus (R. pro), selon la source de sang (poule ou rat).
En noir, la réponse de chaque couple, en bleu la réponse moyenne.

La dispersion des tailles chez R. pallescens entre les deux alimen-
tations est toujours plus importante que celle de chacun des couples de
R. prolizus, méme si ces derniers présentent des échantillons beaucoup
plus nombreux (Table 22 et Figure 48).

Couples étudiés ensemble

La réponse moyenne des couples étudiés séparément a été testée
comme telle par I’analyse non-paramétrique des tailles (Table 23). On
y voit que les deux espéces réagissent différemment tant pour les moyen-
nes que pour les variances, et que les résultats significatifs s’observent
chez R. prolizus uniquement. Ce dernier point pourrait s’expliquer par
le manque de puissance statistique en raison des faibles effectifs chez
R. pallescens nourri sur le rat.
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Sex C125 (Rpal) C12356 (Rpro) Dx-Dy
Moyenne de la Taille

Dx Dy Dx-Dy
F -0.12 0.11%* -0.23*
M -0.15 0.17* -0.32*
Variance de la Taille
Dx Dy Dx-Dy
F 0.13 -0.03* -0.10%*
M  0.05 0.01 0.04

Table 23: Comparaisons de la “plasticité moyenne” de la taille centroide entre
deux espéces, R. pallescens (Rpal) et R. prolizus (Rpro). Chaque espece est
ici représentée par les descendants de I’ensemble des couples : 1, 2 et 5 chez
R. pallescens (C125) et 1, 2, 3, 5, et 6 chez R. prolizus (C12356). Dx = Poule
- Rat chez R. pallescens, c’est-a-dire la différence de taille moyenne entre les
insectes élevés sur la poule et ceux élevés sur le rat; Dy = Poule - Rat chez
R. prolizus. Dx-Dy, mesure de l'interaction espéce et milieu (source de sang).
F, femelles; M, méales. * valeur significative aprés correction de Bonferroni
(alpha 0.05). On voit que les deux espéces réagissent différemment tant
pour les moyennes que pour les variances, et que les résultats significatifs
s’observent chez R. prolizus uniquement

2. Conformation

Les couples monoparentaux de pallescens ont produit des effectifs adul-
tes trés faibles quand les larves ont été alimentées sur le rat. Ces effec-
tifs ne permettent pas de tester la signification statistique des change-
ments de conformation entre deux milieux par ’approche de Collyer
& Adams (2007). On se trouve dans la situation ou il y a plus de
variables que d’individus, et les analyses basées sur les matrices de
variance-covariance deviennent sujettes & caution.

Analyse en composantes principales

Aux fins de visualiser de possibles divergences de formes entre mi-
lieux, nous pouvons cependant réaliser une analyse en composantes
principales sur les variables de conformation. En effet, dans une telle
analyse, c’est la matrice totale de variances-covariances qui est utilisée,
c’est I’échantillon total qui est concerné et non ses possibles subdivi-
sions. Nous présentons donc la carte factorielle des deux premiéres
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composantes principales des variables de conformation : ces deux com-
posantes ou “relative warps (RW)” représentent 58% de la variation
totale entre les individus males des couples 5 (R. pallescens) et 6 (R.
prolixus) (Figure 49).

Cette carte factorielle suggere une divergence de conformation des
ailes chez R. pallescens entre les deux types d’alimentation plus
importante que chez R. prolizus.

@~ -—- R prolixus_poule
@ -——- R prolixus_rat
@ - R.pallescens_poule

@ ——— R pallescens_rat

0.0501

-0.042

-0.050 0.089

Figure 49: Carte factorielle d'une analyse en composantes principales (ACP)
des “partial warps” (PW) chez les males du couple 5 de R.pallescens et du
couple 6 de R. prolizus. Les deux composantes ou “relative warps” (RW1 en
abscisse, RW2 en ordonnée) représentent 58% de la variation totale.

Superpositions de Procrustes

Nous nous contenterons par ailleurs de montrer I'aspect des con-
figurations de PR au terme de la superposition de Procrustes, c’est-
a-dire sur la base des coordonnées résiduelles apres élimination de la
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variation artéfactuelle (position de 'aile dans I'espace, son orientation)
et ajustement a une taille unitaire. Dix comparaisons visuelles sont
ainsi disponibles, chacune incluant la descendance du couple 5 de R.
pallescens et un couple différent de R. prolizus. 1l v a cing compara-
isons entre femelles (Figures 50, 51, 52, 53, 54) et cing comparaisons
entre males (Figures 55, 56, 57, 58).

Dans chaque comparaison, il apparalt que la superposition des ailes est.
moins satisfaisante chez K. pallescens que chez R. prolizus. Qui plus
est, les régions de 'aile mal superposées dans chaque espéce sont a peu
pres constantes, suggérant une modification systématique de 'aile en
fonction de I'alimentation des larves.

Femelles

R. pallescens couple 5 R. prolixus couple 1
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Figure 50: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) chez les femelles du couple 5 de
R.pallescens et du couple | de R. prolizus.
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Figure 51: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) chez les femelles du couple 5 de
R.pallescens et du couple 2 de R. prolizus.
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Figure 52: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) chez les femelles du couple 5 de
R.pallescens et du couple 3 de R. prolizus.
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Figure 53: Visualisation (sans amplification) des changements de conforina-
tion entre deux environnements (poule -rat) chez les femelles du couple 5 de
R.pallescens et du couple 5 de R. prolizus.
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Figure 54: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) pour les femelles du couple 5 de
R.pallescens et du couple 6 de R. prolizus.
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Figure 55: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) pour les males du couple 5 de
R.pallescens et du couple 1 de R. prolizus.
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Figure 56: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) pour les méles du couple 5 de
R.pallescens et du couple 2 de R. prolizus.
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Figure 57: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) pour les males du couple 5 de
R.pallescens et du couple 3 de R. prolizus.
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Figure 58: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) pour les males du couple 5 de
R.pallescens et du couple 5 de R. prolizus.
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Figure 59: Visualisation (sans amplification) des changements de conforma-
tion entre deux environnements (poule -rat) pour les males du couple 5 de
R.pallescens et du couple 6 de R. prolizus.

Couples, groupes, moyennes

Dans notre protocole expérimental, en tentant de contourner de pos-
sibles effets artéfactuels sur la plasticité phénotypique, nous avons créés des
conditions moins éloignées de la réalité du terrain en comparant des généra-
tions issues d’un groupe de géniteurs, plutot que d'un couple monoparental.

“Couple” signifie donc “lignée isofemelle” ou “monoparentale”, et
“groupe” se réfere a une “lignée multiparentale”

Nous comparons ici les réponses moyennes entre les deux protocoles: la
réponse plastique moyenne des couples et celle des groupes.

1. Taille, comparaison d'une plasticité “moyenne” entre lignées monopa-
rentales et multiparentales

Visuellement, et en ce qui concerne la taille, les normes de réaction
moyennes des lignées isofemelles (Figure 60 et 62) et des lignées de
groupes montrent assez fidelement les mémes tendances (Figure 61 et
63). Il faut toutefois faire la moyenne des lignées de groupes pour
trouver cet accord: les groupes séparément ne reprocuisent pas bien les
moyennes des lignées isofemelles.
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Figure 60: Tailles. A titre de comparaison avec les moyennes des groupes, on
voit icl les moyennes des lignées isofemelles (voir aussi la figure 48). Normes
de réaction de la taille parmi les couples de R.pallescens (R. pal) et de R.
prolizus (R. pro), selon la source de sang (poule ou rat). En noir, la réponse
de chaque couple (lignée isofemelle), en bleu la réponse moyenne.
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Figure 61: Tailles. Normes de réaction de la taille de la catégorie de groupes
(6x5) chez R.pallescens (R. pal) et chez R. prolizus (R. pro) en fonction d’un
changement de source d’alimentation (poule ou rat). En noir, la réponse
phénotypique de chaque groupe, en bleu la réponse phénotypique moyenne
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Figure 62: Tailles. A titre de comparaison avec les résultats issus des lignées
de groupes, on voit ici la dispersion des valeurs pour I'ensemble des trois
couples chez R.pallescens et des cing couples chez R. prolizrus. Meédiane et
dispersion de la variable de taille dans chaque traitement (poule or rat).
Chaque boite montre la médiane de groupe séparant les quartiles 25 et 75,
avec les quartiles 10 et 90 aux extrémités de la ligne traversant la boite.
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Figure 63: Tailles. Normes de réaction de la taille pour 'ensemble des lignées
de groupes chez R.pallescens et chez R. prolizus. On voit la dispersion de
la variable de taille autour de la médiane dans chaque traitement (poule or
rat). Chaque boite montre la médiane de groupe séparant les quartiles 25 et
75, avec les quartiles 10 et 90 aux extrémités de la ligne traversant la boite.
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2. Taille: Comparaisons statistiques des groupes et des couples chez R.
prolizus

Les analyses statistiques comparant les réponses “plastiques” moyen-
nes des lignées isofemelles et des lignées de groupe concordent avec
I’examen visuel et ne détectent pas de différences significatives entre
les protocoles (Table 24).

Sex Couples 12356 Groupes 1 et 2 (5x5) Interaction
Taille Moyenne chez R. prolizus

Dx Dy Dx-Dy
F 0.10* 0.16* -0.06
M 0.16* 0.15%* 0.01
Variance de la Taille chez R. prolizus
Dx Dy Dx-Dy
F  -0.03* 0.00 -0.03
M  0.00 -0.02 0.02

Table 24: Différences de taille moyenne ou variance entre les insectes nourris
sur la poule et le rat pour ’ensemble des couples (Dx) ou des groupes (Dy)
de R. prolizus. Dx-Dy est un test non-parametrique de l'interaction entre les
lignées et la source d’alimentation. F, femelles; M, Males. * valeur significa-
tive aprés correction de Bonferroni (alpha 0.05). On voit qu'’il y a accord
entre les protocoles.

3. Tailles: plasticités “moyennes” des lignées multiparentales pour com-
parer des espéces ?

Les valeurs moyennes des changements de taille entre milieux donnent
des informations similaires que les moyennes soient tirées des groupes
(génotypes mélangés) ou des couples (génotypes étudiés séparément).
Soit il s’agit d’une heureuse coincidence, soit, pour la taille, il se pour-
rait que des comparaisons de groupes puissent étre informatives.

A titre de curiosité, le tableau ci-dessous compare deux espéces & partir
de 'étude des groupes. On y voit que les résultats sont toujours signifi-
catifs chez R. prolizus, et non chez R. pallescens malgré ’augmentation
des effectifs (de 5 et 6 pour les moyennes des couples & 16 et 27 pour
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les moyennes femelles et males des groupes). Néanmoins, une modifi-
cation significative de la variance des tailles apparait chez R. pallescens
femclles. Par ailleurs, les différences interspécifiques ont cessé d’étre
significatives.

Sex gp5x5 (Rpal) gp5x5 (Rpro) Dx-Dy
Moyenne de la Taille

Dx Dy Dx-Dy
F -0.11 0.16* -0.27
M -0.01 0.15* -0.16
Variance de la Taille
Dx Dy Dx-Dy
F -0.10* 0.00 -0.10
M  0.00 -0.02 0.02

Table 25: Comparaisons de la plasticité de la taille centroide entre deux
especes, R. pallescens (Rpal) et R. prolizus (Rpro). Chaque espéce est ici
représentée par les descendants des lignées multiparentales (gp5x5). Dx =
Poule - Rat chez R. pallescens, ¢’est-a-dire la différence de taille moyenne
entre les insectes élevés sur la poule et ceux élevés sur le rat; Dy = Poule -
Rat chez R. prolizus. Dx-Dy, mesure de 'interaction espece et milieu (source
de sang). F, femelles; M, males. * valeur significative aprés correction de
Bonferroni (alpha 0.05)

4. Conformation: comparaison d’une plasticité “moyenne” entre lignées
monoparentales et multiparentales

Les mémes comparaisons entre les “plasticités moyennes” (poule, rat)
des lignées monoparentales et celles des lignées multiparentales ont pu
étre réalisées pour la réponse de la conformation a4 un changement de
milieu.
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Sex M Dx P Dy P Dx-Dy P Angle P
(12345) (5x5) C&A

F  0.00* 0.02 0.8 0.02 0.04 0.00 0.05 33 0.013*
M 0.00* 0.02 0.8 003 0.00% -0.01 0.00% 48 0.001*

Table 26: MANOVA (M) et distances euclidiennes (Dx, Dy) chez R. prolizus
entre sources d’alimentation (poule, rat) dans ’ensemble des couples (12356)
et des groupes 1 et 2 (5x5). Les indices “x” et “y” se réferent & ces catégories:
couples, ou groupes. A, Angle de Collyer & Adams; P, valeur de signification
statistique; F, femelle; M, male. * valeur significative aprés correction de
Bonferroni (alpha 0.05). Tant chez les males que chez les femelles, il n’y a
pas d’accord entre les deux protocoles (moyennes des génotypes étudiés

séparément, ou moyennes des groupes).

5. Conformation: plasticités “moyennes” pour comparer des espéces ?

Contrairement a la taille, la conformation semble plus sensible a la vari-
ation génétique (groupes composés de génotypes légerement différents,
ou identiques mais & des fréquences différentes). Par conséquent, en
particulier pour la conformation, la prudence veut que la comparaison
de deux espéces se limite au protocole examinant les génotypes séparé-
ment.
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7 DISCUSSION

7.1 Concepts et Statistiques

Dans le langage courant, la plasticité d’'un objet se réfere a sa malléabilité,
son élasticité sous l'effet d'une force extérieure. Pour une espece d’insecte,
la plasticité pourrait ainsi se référer a la variété des formes observables dans
des environnements différents. Les entomologistes décrivent certaines especes
plus variables que d’autres par les couleurs, les tailles, les formes. Chez les
Triatominae cette observation est d’ailleurs fréquente, en particulier dans les
especes domestiques et celles en contact avec le milieu domestique.

Toutefois, dans cette utilisation, la plasticité observée peut avoir des
causes génétiques en plus des causes environnementales. La question
qui se pose est de savoir si une modification phénotypique serait apparente
aussi entre deux milieux en l’absence de variation génétique. On définirait
ainsi plus strictement la plasticité phénotypique: elle se mesurerait entre
deux milieux différents occupés par un méme génotype.

La question qui suit immédiatement serait la suivante: cette réponse
phénotypique & la variation environnementale & l'intérieur d’'un génotype
est-elle toujours la méme quel que soit le génotype envisagé 7 Y a-t-il inter-
action entre le génotype et la réponse plastique au milieu ?

Comprise ainsi, la mesure de la plasticité phénotypique exige un proto-
cole expérimental adéquat (voir plus bas) et des statistiques adaptées. Pour
attester d’une réaction plastique, il faut pouvoir mesurer et détecter des dif-
férences significatives entre deux milieux, et pour tester son interaction avec
le génotype, il faut pouvoir comparer ces différences d’'un génotype & l’autre.
C’est pourquoi des techniques statistiques telles que PANOVA & deux fac-
teurs (la MANOVA en cas de caractéres multivariés) sont bien adaptées: elles
comparent statistiquement des valeurs moyennes en fonction du milieu et du
génotype, et peuvent tester 'interaction entre ces facteurs.

Nous avons utilisé ces techniques, avec des variantes adaptées spécifique-
ment aux caracteres comparés (taille, conformation). En particulier, nous
avons proposé des parameétres analogues, Dx, Dy et Dx-Dy, tant pour 'ana-
lyse de la taille que pour celle de la conformation. Il s’agit de différences arith-
métiques ou de distances euclidiennes mesurant la quantité du change-
ment (Dx, Dy), et de tests d’interaction basés sur ces valeurs (Dx-Dy). La
direction du changement en ce qui concerne la taille est donnée par le
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signe de la différence arithmétique, par un angle pour ce qui est de la con-
formation.

Avant de poursuivre cette discussion, il est nécessaire de rappeler encore
quelques définitions qui compléetent la perception du concept de plasticité et
pour lesquels une réelle confusion régne encore parfois dans la littérature.
Nos définitions dérivent des mises au point faites par (Debat & David, 2001).

1. Norme de réaction C’est 'ensemble des phénotypes produits par un
génotype en réponse a différentes conditions environnementales.

2. Canalisation Une réponse plastique moins ample pour un caractere
relativement & un autre peut étre décrite en termes de “canalisation”
plus poussée. C’est ce que nous avons observé entre les dimensions
de laile et de la téte chez R. pallescens. Ainsi, “plasticité phénotyp-
ique” et “canalisation” décrivent les opposés d’un méme phénomene
méme s’il est difficile de dire si les processus impliqués sont identiques
ou différents. Dans cette acception, on préfere parler de canalisation
“environnementale” plutét que de canalisation tout court. En effet,
une distinction additionnelle est faite d’une canalisation “génétique”,
processus qui réduit la sensibilié d’une structure ou d’un organisme aux
variations alléliques.

3. Instabilité de développement Ce concept fait référence & un en-
semble d’événements indépendants, aléatoires qui peuvent perturber
la trajectoire normale du développement ct mecner & des variations
stochastiques dans la croissance. L’instabilité de développement est
mesurée par 'asymétrie fluctuante. La stabilité de développement
fait donc. elle, référence aux processus qui résistent aux perturba-
tions du développement. Il ne faut pas confondre la stabilité de
développement et la canalisation: la premiere agit au sein d’un
environnement donné, la seconde intervient entre deux environ-
nements.

Nous n’avons pas mesuré 'asymétrie fluctuante parce que nous nous
sommes mtéressés aux modifications qui surviennent entre deux environ-
nements, le milieu sylvestre et le milieu domestique (paragraphe 7.4).
Par ailleurs, les faibles cffectifs obtenus dans certaines lignées excluent l'idée
méme d’un tel projet: I'asymétrie est un signal subtil, facilement noyé dans
le bruit si les précautions statistiques sont insuffisantes.
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7.2 Mesure de la plasticité phénotypique

D’un point de vue opérationnel, on veut comparer des espéces. Notre ob-
jectif raisonne en termes d’espéces, a tout le moins de populations, et souhaite
trouver dans leur plasticité des indications sur leur capacité d’adaptation aux
domiciles humains. On voudrait avoir dans chaque espéece une “mesure” de
la plasticité phénotypique, et voir quel rapport il pourrait y avoir entre le
niveau de plasticité ainsi mesuré et la capacité d’adaptation & un autre mi-
lieu, en particulier donc le milieu domestique.

Pour y parvenir, il faut non seulement définir quantitativement un mi-
lieu “sylvestre” et un milieu “domestique” (voir plus bas), disposer d’espéces
représentatives de ces milieux (ici R. pallescens, et R. prolizus, respective-
ment), il faut aussi disposer d'une mesure de la plasticité phénotypique qui
soit valable pour une population.

Mais si 1'on s’en tient strictement & la définition de la plasticité phéno-
typique, on ne peut la mesurer qu’entre génotypes identiques. Or, une
espéce est composée d’'un trés grand nombre de génotypes différents. Nous
avons vu que d'un génotype a l'autre, méme au sein d’une colonie de labora-
toire probablement trés consanguine, des réponses parfois opposées peuvent
apparaitre en cas d’exposition aux mémes perturbations. C’est un obstacle
sérieux & notre projet, et le protocole expérimental qui peut lever ’obstacle
semble tres lourd. Il faut en effet échantillonner dans une population un grand
nombre de génotypes, en mesurer la plasticité entre deux milieux, puis exa-
miner la tendance générale en estimant la moyenne des réponses séparées.
Statistiquement, il faudrait disposer d’une trentaine de lignées isofemnelles
échantillonnées au hasard dans la population. Nous n’en avons testé qu’un
petit nombre (5), de sorte que notre estimation moyenne dans chaque espéce
n'est qu'une estimation préliminaire.

A notre avis, 'étude de lignées multiparentales ne représente pas une al-
ternative valable. Voir plus bas: “Couples et groupes ”.

Le deuxiéme obstacle & notre projet est celui du choix d’un caractere dont
on veut connaitre la plasticité. Car en effet la plasticité phénotypique n’est
pas une caractéristique générale de I’ensemble d’un individu, c’est un trait lié
a tel ou tel caractere séparément. Et rien ne s’oppose a I'idée qu’entre deux
especes un caractére puisse étre plus plastique et un autre moins plastique.

Donc, non seulement il est difficile de comparer deux espéces pour leur
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“plasticité”, il est également difficile de parler de plasticité “en général” au
niveau du génotype individuel. Strictement parlant, il faudrait mesurer la
plasticité d'un trait particulier entre deux milicux pour le méme génotype.

Ce deuxicme obstacle, le choix d'un caractére plutét qu’un autre, est
moins difficile & gérer que le précédant. Comme nous nous plagons du point
de vue épidémiologique,

1. c’est la transition du milieu sylvestre au domestique qui nous intéresse,
2. et ce sont les caractéres connus pour en étre affectés que nous retenons.

La littérature sur le sujet observe a plusieurs reprises des variations de
tailles qui vont toutes dans le méme sens, quelle que soit I'espece: une diminu-
tion de taille dans le milieu domestique. Elle observe, moins souvent, une
modification de la variance. Dans ce travail, nous avons donc cxploré les
dimensions de 1’insecte, et les protocoles mis en place nous ont permis
d’examiner aussi le cycle de développement et la mortalité (paragraphe
7.6).

Nous avons exploré les changements entre les individus au niveau de laile
et de la téte, et nous avons montré qu’en cas de changements de densité
populationnelle et de régime alimentaire, I’aile semble plus réactive, moins
canalisée que la téte. Cette observation concorde avee cc que l'on sait de
la biologie de ces insectes, et va, une fois encore, dans le sens d’une grande
variabilité de I'aile chez les Triatominae (relativement & celle des moustiques
par exemple): les Triatominae peuvent survivre sans activité de vol, sans
muscles alaires -~ gue ce soit en conditions de laboratoire (Diotaiuti, Centro
Rene Rachou, Belo Horizonte, Brasil, comm. pers.) ou en conditions na-
turelles (Giirtler, Universidad de Buenos Aires, comm. pers.), voire méme
sans ailes du tout comme c’est le cas dans 'espece Triatoma spinolai. La con-
formation de la téte par contre est primordiale pour assurer un repas efficace.

Sur l'aile (ou sur la téte), nous avons mené une étude séparée de la taille
et de la conformation. Cela pourrait étre pris pour deux caractéres sépards,
ce qu’ils ne sont pas tout-a-fait: taille et conformation sont liés, et leur rela-
tion porte un nom: 'allométrie. Toutefois, la corrélation statistique entre
ces caractéres est trés variable selon les circonstances, souvent trés en dessous
de la corrélation qu’on peut trouver entre les dimensions des différentes par-
ties d’un organisme. Cette séparation entre caractéres pourtant corrélés est
rendue nécessaire d’un point de vue opérationnel, statistique, plus que d’un
point de vue biologique. Comme le dit trés bien West-Eberhart, la Sélection
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reconnait des formes, mais elle est indifférente aux mécanismes qui ont con-
duit & ces formes (West-Eberhard, 1989). Si nous avons tenté dans certaines
analyses de retirer de possibles effets allométriques, c’est surtout par curiosité
intellectuelle.

Nous pourrions donc dire que le caractére dont nous avons étudié la plas-
ticité pour un génotype donné est la taille globale de I'insecte estimé par la
taille centroide de Paile (de la téte), ainsi que la forme de I'insecte estimé par
la conformation de l'aile (de la téte).

A ce stade de notre discussion, la mesure de la plasticité phénotypique
entre espéces de Triatominae devrait donc suivre les recommandations min-
imales suivantes:

1. au moins 30 lignées isofemelles,
2. au moins 30 descendants males et 30 descendants femelles par lignées,

3. la géométrie de l'aile (ou/et de la téte), dans un protocole permettant
la comparaison du cycle de développement et de la mortalité.

7.3 Couples et groupes

Dans notre protocole expérimental, en tentant de contourner de pos-
sibles effets artéfactuels sur la plasticité phénotypique, nous avons créé des
conditions moins éloignées de la réalité du terrain en comparant des généra-
tions issues d'un groupe de géniteurs, plutdot que d’un couple monoparental.
Ce faisant, nous savions qu’il devenait plus spéculatif de parler de plasticité
phénotypique pour définir les changements métriques d’un milieu & I'autre.
La séparation d’une descendance de multiples parents entre deux régimes ali-
mentaires créait non seulement deux milieux, mais aussi, fort probablement,
deux groupes génétiquement différents, méme si ces différences devaient étre
faibles.

Cette approche de I'étude de la plasticité est donc imparfaite, puisqu’elle
n’élimine pas un facteur dc confusion (la variété génotypique). Mais ce fac-
teur de confusion interféere-t-il de fagon notable avec des différences interspé-
cifiques 7 Cette approche ne pourrait-elle pas trouver des éléments de justifi-
cation dans les comparaisons interspécifiques en imaginant 1’espéce elle-méme
comme “génotype” 7 Ainsi, on explorerait les réactions d’une espéce (d’un
“génotype”) en réponse & I’environnement, et cela relativement & une autre
espece. Cette approche est rencontrée dans la littérature d’aujourd’hui (Col-
lyer & Adams, 2007). 1l faudrait alors admettre que les variations explorées
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ne seraient pas purement “plastiques” (elles seraient aussi génétiques), mais
indicatives de la réponse des génotypes les plus fréquents dans chaque espéce.

Cette réponse typique d’une espece, nous pouvons aller la chercher en
examinant la moyenne des réponses des lignées isofemelles (couples) étudiées
séparément. Nous avons vu en effet que les lignées monoparentales peuvent
réagir différemment entre elles, parfois de fagon opposée, et cela dans la
meéme espece. Il est intéressant alors de dégager la tendance générale de ces
réponses, et on pourrait 'estimer par la moyenne.

Nous pouvons peut-étre aussi aller chercher cette réponse moyenne dans
I’étude des lignées de groupes. En effet, la descendance d’un groupe de pa-
rents représente une certaine variété de génotypes, et la réponse combinée de
ces génotypes a l’environnement tendrait a correspondre a la moyenne dérivée
des réponses séparées de chaque génotype. Ce protocole aurait 'avantage de
simplificr considérablenment les opérations et les couts de maintenace en
laboratoire. Toutefois, & moins de comparer exactement le méme ensemble
de génotype entre des milieux différents, nous nous exposerions & confondre
des changements purement plastiques avec des différences génétiques.

Qu’en est-il de nos propres données 7 Avons-nous observé des désaccords
entre les moyennes dérivées des lignées isofemelles et les résultats obtenus sur
les lignées de groupes ?

Nos données concernant la taille ont produit des résultats similaires qu’ils
proviennent de la moyenne des lignées monoparentales étudiées séparémeunt,
ou de celle des lignées multiparentales (Table 24). Par contre, les résul-
tats concernant la conformation divergent dans les deux sexes, et cette di-
vergeance est plus complétes chez les males (Table 26). Nous pensons que
les résultats concordant pour la taille pourraient étre dus au peu de vari-
ation génétique présente dans les lignées de laboratoire étudiées, et que la
conformation y serait plus sensible que la taille. Ceci confirme que la plasti-
cité phénotypique doit se penser non seulement en termes de génotypes mais
aussi en termes de caractéres.

7.4 Populations naturelles et domestiques, et le labo-
ratoire

Nous avons travaillé sur des modeles expérimentaux de populations supposés
représentatifs des milicux que nous voulions comparer.

Pour commencer, nous avons utilisé le laboratoire comme équivalent di-
rect du milieu domestique. Nous avons pu y reproduire en effet les change-
ments métriques observés dans la transition des Triatominae de leur milieu
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naturel au milieu domestique. Des spécimens collectés dans leur milieu na-
turel ont été apportés au laboratoire, et la premiere génération élevée en
laboratoire a ensuite été comparée avec les parents qui eux s’étaient dévelop-
pés en milicu sauvage.

Mais le laboratoire ne reproduit que des parcelles du milieu domestique,
lequel est beaucoup plus varié et ouvert. Par exemple, les Triatominae en
milieu domestique se nourrissent sur plusieurs hoétes, parfois tres différents:
poules, pigeons, chiens, chats, rongeurs, chevres, porcs, hommes ... Ills sont
en compétition avec d’autres especes qui convoitent les mémes hotes, il sont
exposés & la prédation par les animaux domestiques (la poule est friande
de triatomes), parfois par des insectes prédateurs, ainsi qu’a des contacts
avec de nombreux toxiques utilisés par I'homme dans son activité iménagere
ou professionnelle, voire & des insecticides appliqués sporadiquement avec
plus ou moins d’efficacité. Enfin, ils sont plus exposés qu’en laboratoire aux
conditions climatiques extérieures, en particulier aux variations saisonnieéres.
Leurs populations peuvent donc connaitre des fluctuations importantes, tres
vite corrigées cependant pour revenir a un état d’équilibre entre leur abon-
dance et celle des sources de sang (Schofield, 1982).

Le milieu sylvestre est bien entendu encore beaucoup plus varié que le mi-
lieu domestique, il serait long d’en décrire toutes les facettes. Ses différences
principales vis-a-vis du milieu domestique s¢ résument pourtant en un mot,
le stress. Ce dernier est di principalement & I'instabilité des hoétes, une nu-
trition souvent a la limite de la disette, et & la dangerosité du milieu. En
outre. le milieu sylvestre représente aussi de nouvelles sources de sang.

1. Instabilité Les nombreux hotes sylvestres des Triatominae peuvent
étre classés en deux grandes catégories: les oiseaux et les petit mam-
miferes. Ni les uns ni les autres ne gardent le nid ou le terrier tres
longtemps, de sorte que les triatomes qui sont inféodés a ces hotes
doivent souffrir des périodes de jetine prolongées, imprévisibles.
Le milieu domestique est par contre beaucoup plus stable, rarement
abandonné par ses occupants.

2. Disette Les hotes sylvestres sont généralement petits, la quantité de
sang qu’ils représentent ne peut pas se comparer a celles des animaux
domestiques et de 'homme. Comme les Triatominae adaptent la taille
de leurs populations & la quantité de sang disponible, les populations
sont petites en milieu sylvestres. Elles sont plus abondantes, et forcé-
ment plus denses en milieu domestique.
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3. Vulnérabilité En laboratoire, un couple de Triatoma protracta donne
volontiers plus d’une centaine de descendants; pourtant, dans les nids
de rongeurs qu’il occupe, on ne trouve jamais que quelques individus.
Ryckman a montré que le rongeur dévore les triatomes avec avidité,
seuls ne survivent que quelques chanceux (Ryckman, 1962). La vie
sylvestre pour un triatome est pleine de dangers, la mortalité est
élevée: 1'hote dont il se nourrit est dangereux, et son environnement
est peuplé de prédateurs. Cela explique aussi pourquoi la densité des
populations sylvestres n’est jamais comparable & celle rencontrée en mi-
lieu domestique ou les prédateurs sont nettement plus rares. A basse
densité et dans des conditions de disette, nous avons montré que la
mortalité (le cott en larves, voir plus bas) est multipliée entre 3 et 9
fois (Table 27).

Rhodnius pallescens

Milieu Adultes produits Larves mortes Mortalité
40H 36 4 0.11
40M 20 20 1.00
120H 94 26 0.28
120M 61 59 0.97
poule 121 52 0.43
rat 12 146 12.2

Table 27: Nombre total de larves mortes chez Rhodnius pallescens dans
des conditions variables de stress nutritionnel ou de densité, et selon
'alimentation sur la poule ou sur le rat (ces dernieres valeurs tirées des don-
nées obtenues sur les couples). 40, 120 sont des densités de population; H et
M sont des fréquences d’alimentation, hebdomadaire (H) ou mensuelles (M)

4. Sources de sang La source de sang est un facteur trés important, le
plus souvent différant selon le milieu, et représente une maniere addi-
tionnelle de construire en laboratoirc des modeles mimant tel ou tel
milieu. Notre protocole a comparé des lignées de R. pallescens nourries
sur la poule et sur le rat. Avec I'idée que dans son habitat naturel,
R. pallescens devait sans doute se nourrir d’oiseaux, et que dans le
milieu domestique il rencontrerait du sang de mammifere. Cette idée
se base sur quelques publications montrant le succés de ’élevage de
R. pallescens sur pigeon et sur souris (Jurberg & Rangel, 1984), et
I'importance de repas pris sur les mammiféres en milien domestique a
Panama (Calzada et al., 2006).
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On ne peut donc que proposer des modeles simplifiés susceptibles de repro-
duire certaines conditions typiques de ces milieux, utilisables en laboratoire
classique, de préférence sans sophistications cotiteuses.

7.5 Exemple d’une modélisation en laboratoire

Nous avons proposé que la densité des populations et la fréquence des
repas de sang pouvaient de fagon simple mimer des aspects caractéris-
tiques opposant milieux domestique et sylvestre. Ce modele nous a permis
d’explorer I'une des deux hypothéses expliquant la réduction de taille des
insectes adaptés au milieu domestique.

Une réduction générale de la taille a été observée sur plusieurs générations
chez la plupart des Triatominae élevés en laboratoire (Zeledén et al., 1970;
Szumlewicz, 1976; Zeledén, 1981). Différentes études ont aussi montré que
dans I'habitat domestique les insectes avaient tendance & étre plus petits
qu'en conditions sylvestres (Harry, 1994; Dujardin et al., 1997a,b, 1999b;
Jaramillo et al., 2002b). Dans la littérature dédiée aux Triatominae, les
hypothéses explicatives peuvent étre subdivisées en deux catégories, I'une
faisant appel & la sélection et l'autre aux conditions de croissance.

1. L’hypothese de la sélection a été formulée pour les deux environ-
nements, domestique et sylvestre, et principalement liée aux condi-
tions alimentaires. Les conditions avantageuses du milieu domestique
(plus de sang, plus régulierement, et absence de prédateurs) favorisent
la survie des plus petits spécimens de sorte que, en moyenne, la taille
décroit (Schofield, 1995). On pourrait ajouter que dans les colonies par-
fois tres denses, une grande taille peut étre un handicap pour ’acces
physique aux sources de sang. En conditions sylvestres par contre, les
individus les plus grands seraient favorisés grace a leur capacité ac-
crue de résister aux longues période de jetine (Jaramillo et al., 2002b;
Rodriguez et al., 2007).

2. De simples changements dans la croissance ont aussi ¢té suggérés. Des
auteurs ont émis 'hypothése que la taille plus grande des individus
sylvestres se devait & des temps de développement plus longs (“plus
de temps, plus de croissance”), eux-mémes expliqués par le retard &
muer en raisons de repas interrompus (Zeledén et al., 1970; Zeleddn,
1981). D’autres ont considérés qu’en milieu domestique les densités
plus élevées augmentent la compétition entre les individus qui par con-
séquent s’alimentent moins (Dujardin et al., 1999b) (“moins de sang,
moins de croissance”).
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Notre étude a examiné I’hypotheése d’un simple changement de croissance
en réponse aux apports énergétiques, une hypothese qu’il était donc possible
de vérifier en une seule génération d’insectes (paragraphe 6.3). Elle a montré
que cette hypotheése était suffisante pour expliquer la réduction de la taille en
milieu domestique, ou son augmentation en milieu sylvestre. Mais elle n’a pas
pour autant confirmé les scénarios envisagés par la littérature: la taille n’est
pas liée au temps de développement (Zeledén et al., 1970; Zeledén, 1981) et
n'est pas liée & ’abondance des ressources (Dujardin et al., 1999b).

Nos données suggerent en effet qu’'un seul facteur n’est pas suffisant
pour expliquer les modifications morphométriques d’un milieu & ’autre, c’est
I’interaction des facteurs qui importe.

“Moins de sang, moins de croissance” ?

Une moindre quantité de sang ingéré pendant la vie larvaire peut aboutir
(pourtant) & des insectes plus grands ... si la densité des individus est
basse. La seule abondance alimentaire (fréquence des repas) n’explique pas
les changements de taille, c’est sa combinaison avec les conditions de densité
qui importe. Une moindre fréquence des repas (une forme de disette) induira
une taille plus petite si les populations sont denses, elle induira au contraire
une taille plus grande si la densité des insectes est basse (paragraphe 6.3).

“Plus de temps, plus de croissance” ?

Par ailleurs, un temps de développement plus long n’est associé a une taille
plus grande qu’en cas de faibles densités, c’est I’inverse qui se produit en cas
de fortes densités (paragraphe 6.3).

7.6 Cout de la plasticité phénotypique

Dans nos protocoles expérimentaux, deux caractéres de I'insecte peuvent étre
mesurés qui ne sont pas des caractéres métriques, mais décrivent son phéno-
type en termes directs d’adaptation au milieu: la mortalité (survie), et le
temps de développement. Ces deux aspects peuvent nous donner une idée
du coiit pour I'insecte représenté par un changement de milieu.

Mortalité Nous avons estimé la mortalité par le rapport entre le nombre
de larves mortes dans une lignée au moment ou 'on décidait de cesser son
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suivi, c’est-a-dire quand on décidait de recueillir les adultes produits car en
quantités suffisantes pour les comparaisons statistiques.

Cette estimation de la mortalité est bien entendu incomplete. Elle ne
concerne que les stades pré-imaginaux. Pour connaitre la mortalité parmi les
adultes produits, il faudrait d’ailleurs ajouter jusqu’a un an, peut-étre plus,
4 un protocole expérimental qui a déja duré un an et demi.

L’idée sous-jacente était en fait de produire une mesure du coit de la
plasticité. Nous avons estimé la mortalité en termes de colt: “combien
de larves doivent-elles mourir pour qu’un adulte soit produit ?”. On peut
facilement imaginer en effet que 'adaptation & un milieu plus dense, ou moins
dense, plus nutritif ou non, ou que le passage a une source de sang différente,
aient un colt pour l'organisme ou la population.

Nous ne pouvions pas nous attendre 4 ’hécatombe qui a frappé les lignées
de R. pallescens nourri sur le rongeur. La littérature sur cet insecte nous
apprend en effet qu’en laboratoire, la souris est un héte de choix, plus in-
téressant que l'oiseau (Jurberg & Rangel, 1984), et que dans les conditions
naturelles, au Panama, certes, le sang de mammiféres peut étre plus fréquem-
ment rencontré dans l'intestin que celui d’oiseaux (Calzada et al., 2006). 11
faut observer que le contenu intestinal d’un échantillon de R. pallescens ne
contient pas une seule source de sang, et que nous avons imposé une alimen-
tation stricte sur le rat. Dans la nature, il se peut que l'insecte se nourrisse
de rat sans dommage puisqu’il ne s’en nourrit pas exclusivement.

Quoi qu’il en soit, nos résultats suggerent que le rat et la souris sont des
hotes tres différents pour R. pallescens, ou qu'il est imprudent de généraliser
a 'espece des études sur une population donnée, qu’elle soit de laboratoire
ou qu’elle provienne directement du terrain. Il est 1égitime de supposer des
différences régionales car il a été montré que les populations d’espéces de
Triatominae sont trés structurées. En 'occurrence, les lignées de laboratoire
de R. pallescens nourries avec succes sur le rongeur avait une provenance
différente (Jurberg & Rangel, 1984), ct les examens du contenu intestinal
relatant 'importance du sang de mammiféres ont été réalisés au Panama,
non en Colombie. Or, nous savons que les populations de Panama different a
plus d'un titre de celles de Colombie: elles different par la cytogénétique, par
la morphométrie et par I’adaptation aux domiciles (Jaramillo et al., 2002a;
Calzada et al., 2006; Gémez-Palacio et al., 2008).

Notre propre matériel souffre des mémes limitations. Nous soupgon-
nons déja que nos résultats seraient sans doute différents sur R. pallescens
provenant de Panama. Et nous ne donnons pas l’exemple en ce qui con-
cerne la lignée de R. prolizus, puisque nous devons admettre que ’origine
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exacte de cette lignée est inconnue. C’est une colonie de laboratoire en-
tretenue au Brésil depuis 1993, provenant de spécimens domestiques collectés
au Venezuela (sans plus de précision).

Donc, non seulement nous avons une vision tres limitée de la plasticité
phénotypique de la geométrie de 1’aile car nous n’avons exploré que quelques
génotypes, mais de plus nos résultats valent pour les populations étudiées, et
ne sont pas nécessairement généralisables®.

Temps de développement Les espéces domestiques comme R. prolizus,
T. infestans ou encore T. brasiliensis, ont un cycle de développement rela-
tivement court, et il a déja été suggéré que ce trait de vie est un avantage
adaptatif sur la route de la domestication. Un allongement du temps de
développement serait donc interprétable comme un coiit.

Pour preuve, un stress nutritionnel (disette), qui augmente nettement la
mortalité (Table 27), augmente jusqu’a deux fois plus le temps de développe-
ment (paragraphe 6.3.3).

Tant chez R. pallescens que chez R. prolizus, ’allongement du cycle de
développement se produit quand I'insecte est nourri sur le rat plutét que sur
la poule (Figures 36, 37, 38 et 39). Il est plausible de penser que pour ces
espéces, le mammifére (rat) représenterait un hote ”“inhabituel”, “nouveau”
par rapport a I’hote natif, ancestral, qui serait 1'oisean. 1l serait cohérent que
I'inverse soit vrai, et c’est effectivement ce qui a été observé. Chez Triatoma
infestans, T. brasiliensis, et d’autres especes saxicoles dont ’hote originel
semble bien étre le rongeur (Dujardin et al., 2000), et méme si le repas de
sang sc termine plus vite sur l'oisean, le temps de développement s’allonge
notablement (presque deux fois plus) sur Ioiseau comparé & celui de I'insecte
nourri sur la souris (Guarneri et al., 2000)

7.7 Le “bon” génotype au “bon” endroit

Si I'on tient & parler en termes de populations, il faut bien décrire
des tendances & partir d'un échantillon. Cependant, de telles tendances ou

6Nons avons nolé cependant une mortalilé importante sur le rat pour une autre cs-
péce sylvestre, trés proche génétiquement de R. pallescens: R. colombiensis (sculement 8
femelles adultes, et aucun male, dans la descendance de cing lignées nourries sur le rat,
alors que 215 descendants - 112 femelles et 103 méles - ont, été obtenus sur la ponle).
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moyennes peuvent gommer les performances de certains génotypes, et occul-
ter certaines ressources de ’espece face aux perturbations de I’environnement.

Nous avons observé par exemple que deux lignées monoparentales (deux
“génotypes”) de R. pallescens avaient augmenté de taille en passant sur le rat.
Cette direction du changement ne va pas de pair avec une augmentation des
densités typique de 'adaptation aux domiciles, et pourrait donc représenter
un obstacle & la domestication si les rongeurs abondent dans le milieu con-
voité. Nous avons toutefois observé, dans un troisieme génotype, que ’'inverse
pouvait se produire. Les effectifs trés bas des lignées de R. pallescens pour-
raient étre bien siir a 'origine de ces désaccords, mais des réponses opposées
ont également été observées, avec un support statistique satisfaisant, entre les
génotypes de R. prolizus. Ainsi, I'’étude de quelques lignées monoparentales
a suffi & illustrer clairement un point crucial: la réponse plastique est
variable selon les génotypes.

Notre hypothese initiale d’une plasticité différente entre especes en rela-
tion avec leur capacité différente d’adaptation au domicile doit étre refor-
mulée en termes de génotypes. Donc, une espéce, mieux encore une pop-
ulation géographique déterminée d’une espeéce, contiendrait un éventail de
génotypes dont la plasticité phénotypique serait plus ou moins variable, par-
fois divergeante. Mais on peut supposer qu’une majorité de génotypes pro-
duirait une réponse comparable. C’est a cette condition qu’une comparaison
pourrait étre possible avec une autre espece, laquelle contiendrait aussi une
majorité de génotypes homogenes entre eux, spécifiques du taxon. Dans cet
esprit, une comparaison entre especes qui serait basée sur la moyenne des
réponses de génotypes séparés est toujours une proposition acceptable, mais
les mécanismes possibles de la relation entre la plasticité phénotypique et
I'adaptation aux domiciles doivent &tre reformulés.

En effet, on pourrait admettre que toutes les espéces de Triatominae
contiennent quelque part des génotypes dont la plasticité offrirait
des possibilités adéquates d’adaptation. La fréquence de ces génotypes
dans une population locale de I’espéce serait déterminante, mais la chance de-
vrait aussi étre au rendez-vous. Ce ne serait que si une population “présente”
les “bons” génotypes au “bon” endroit, ceux qui conviennent au milieu do-
mestique convoité, qu'une population domiciliaire pourrait se constituer. Si
par exemple des villageois colombiens élevent des poules, les spécimens de K.
pallescens qui quitteraient leur palmier et arriveraient accidentellement dans
un poulailler auraient, selon nos résultats, une chance réelle de survivre. Nous
montrons en effet que 'espece semble adaptée au sang de poule, et qu’en cas
de densité populationnelle grandissante dans un milieu plus riche en nourri-
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ture elle présente les modifications caractéristiques des especes domestiques:
une taille plus petite, une variance des tailles plus grande. L’adaptation aux
domiciles cst en rapport non avec un “bon” génotype, mais avec I’'interaction
entre cc génotype et le milieu, elle est donc bien en rapport avec la plasticité
phénotypique.

Mais une population domiciliaire n’est pas encore une domestication (Du-
jardin et al., 2000), et les obstacles & cette réussite sont nombreux: pré-
dateurs, compétition, abondance et stabilité de 1’hote adéquat, etc. Sur
137 espéces de Triatominae, quelques unes seulement ont eu la chance de
franchir avec succes le parcours d’obstacles et occupent le terrain (ces pro-
portions mémes suggerent une question de chance). Le poulailler serait la
porte d’entrée de R. pallescens dans le milieu domestique colombien, mais il
faut signaler qu’il n’est pas le seul dans la compétition (Pereira et al., 2006),
et dans certaines régions il peut se trouver face & un redoutable compétiteur:
R. prolizus lui-méme. Le succes apparent de R. pallescens dans le milien
domestique Panaméen n’est peut-étre pas sans rapport avec I’absence, dans
ce pays, de R. prolizus.

7.8 Plasticité et domestication

Les quelques spécimens de R. pallescens ayant survécu sur le rat montrent
des changement de taille plus importants que ceux observés sur K. prolizus
dans les mémes conditions (Table 22 et Figure 48), et de méme semblent
montrer une modification plus accentuée de la conformation (Figure 49).
Meéme en 'absence de confirmation statistique fiable, nous sommmes amenés a
considérer que la réponse plastique de I'espece “sylvestre” pourrait étre plus
importante que celle de I'espéece “domestique”. Dans ce cas, ’ampleur de la
réponse plastique d’une espéce ne serait pas un bon indicateur de ses chances
d’adaptation & un autre milieu, en particulier le milieu domestique.

De tels résultats pourraient cependant s'interpréter & la lumiere de ce que
I'on sait de I'évolution de la plasticité phénotypique, en reprenant les étapes
proposées par Pigliucci (2005). Nous suggérons avec lui que, sur un temps
évolutif sans doute tres bref, les especes - en fait les génotypes - ayant réussi
leur adaptation grace a leur plasticité, ont ensuite réduit progressivement
cette plasticité afin d’en réduire les cotits.

Ce scénario évolutif peut eétre présenté en suivant les étapes successives
de la domestication suggérées par Dujardin et al. (2000): intrusion, domi-
ciliation, domestication (paragraphe 1.2.1).
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Intrusion C’est & n’en pas douter la premiere étape dans le processus de
domestication. Lors d’une intrusion, des ceufs peuvent étre déposés dont
naissent quelques larves. Ces derniéres peuvent mourir apres quelques mues,
comme nous l'avons vu pour R. pallescens nourri sur le rat, voire méme
donner quelques adultes qui ont peu de chance de survivre car trop peu nom-
breux.

Domiciliation Une domiciliation est attestée par la présence d’adultes et
de larves. 11 y a domiciliation si les adultes sont issus de cette population
larvaire, non s'’ils sont des intrus. Ces adultes pourraient disparaitre sans
lendemain, ou pourraient avoir la chance de se reproduire. Ils se trouveraient
alors dans la situation décrite par Pigliucci (2005): grace a leur plasticité
phénotypique ils ont survécu certes aux nouvelles conditions, mais leur pro-
pre réponse plastique représente un cout trop important pour leur assurer un
futur. C’est dans la mesure ou ils pourront réduire I'ampleur de la réponse
plastique qu’ils ont des chances de persister dans le milieu conquis. Si le coiit
est trop important, la domiciliation avorte.

Cette étape est illustrée par nos résultats sur R. pallescens: cette espece est
capable d'une plasticité lui permettant de survivre méme & un héte apparem-
ment trés peu prisé, mais le colit & payer réduit considérablement les chances
de réussite. Trois adultes survivent en laboratoire, dans la nature ce serait
une “population” condamnée.

Cette étape a déja été franchie de longue date par R. prolizus, sans doute
par chance.

Domestication Une domestication est attestée par une distribution géo-
graphique des populations domestiques en accord avec les transhumances
connues. Elle suppose des colonies abondantes, denses. Dans ces cas, on note
la petite taille des insectes, et/ou leur variance plus importante par rapport &
des milieux sylvestres connus (Feliciangeli et al., 2007). De telles populations
sont abondantes car elles auraient résorbé le cout de leurs réponses plastiques
initiales (Pigliucci, 2005). Ce cas est parfaitement illustré dans notre étude
par R. prolizus, dont la réponse plastique a toujours été discréte, bien que
significative, et dont le cofit est a I’évidence bien maitrisé. Nous imaginons
que dans un passé évolutif sans doute peu lointain, K. prolizus placé pour la
premiere fois dans des conditions nouvelles a répondu comme R. pallescens le
fait aujourd’hui: une réaction plastique marquée, des scores de mortalité plus
élevés. Mais dans le passé, par chance, quelques génotypes de cette espece
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ont réussi une domiciliation & un endroit donné. Par la suite, le maintien de
cette population a requis de réduire les capacités plastiques, le colit en a été
maitrisé, et les colonies intradomiciliaires ont counu des deunsités de plus en
plus élevées.

En résumé, le passé de K. prolizus est le présent de R. pallescens, et les
deux especes se trouvent a des étapes différentes sur la route qui conduit a
I'existence de populations vraiment domestiques.

8 CONCLUSIONS

Notre hypothese initiale suggérait que la réponse plastique en milieu domes-
tique serait typique, toujours orientée dans le sens d'une réduction de la taille,
mais pourrait différer entre espeéces. Ces différences pourraient étre indica-
trices de capacités plus ou moins grande d’adaptation au milieu domestique.

Nous voyons en effet que deux genres différents, collectés dans leur mi-
lieu naturel, Rhodnius et Panstrongylus, montrent une diminution de la taille
apres une génération passée en laboratoire. Chez R. pallescens, la modéli-
sation dans un protocole simple des milieux sylvestre et domestique (para-
graphe 6.3) confirme que la taille diminue de fagon caractéristique en passant
du milieu “sylvestre” (40M) au milieu “domestique” (120H).

Par contre, d’autres aspects des modifications métriques paraissent im-
prévisibles. Les modifications de la variance des tailles ¢ntre milieux ne sont
pas constantes sclon l'espece, et vont tantot dans le sens de 'augmentation,
tantot non. Par ailleurs, dans nos conditions expérimentales, on ne détecte
pas ou on ne peut pas confirmer (faute d’effectifs) de changements significat-
ifs de la conformation. Cette observation est vraie chez R. pallescens, non
chez P. geniculotus chez qui on détecte un changement significatif de con-
formation, en amplitude, et en direction, ainsi que, dans le sexe femelle, une
diminution de la disparité métrique en laboratoire.

Notre ¢tude comparée des répouses plastiques de R. prolizus, 'espéce la
plus adaptée aux domiciles, et de K. pallescens, nc nous permet pas d’évaluer
statistiquement les possibles différences de plasticité entre elles en raison de
problemes d’échantillonnages. Par contre, elle nous permet de comparer des
génotypes différents au sein de R. prolizus (paragraphe 7.7), et de tester la
faisabilité d’une étude qui serait pratiqué sans séparer les génotypes (para-
graphe 7.3).
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. Nous confirmons la tendance principale signalée par diverses observa-
tions dans la littérature: une diminution de taille. Nous confirmons
que cette modification semble typique du passage d’un milieu stres-
sant, instable, de faible valeur nutritionnelle, & un milieu stable et riche
en source de sang, et qu’elle parait systématique, valable d'une espéce
& une autre, d'un genre a un autre.

. Notre approche suggere de cerner les tendances d’une population en
étudiant séparément des lignées isofemelles, et nous mettons a dispo-
sition un logiciel centré sur la variation de la taille centroide. Notre
protocole expérimental peut mesurer et comparer la plasticité de la
géomeétrie de l'aile entre especes.

. Notre étude nous amene a penser que ce qui détermine les chances
d’adaptation au milieu domestique, c’est I’équilibre entre la plasticité
phénotypique et le cout qu’elle représente. Il faut de la plasticité, ne
fiit-ce que celle qui consiste & anticiper une taille plus petite conforme
a la survie en hautes densités, mais il faut de hautes densités. Il faut de
nombreux descendants dans les espaces domestiques: sans abondance,
les populations domiciliées ont peu de chance de survivre sur le long
terme, et peu de chance d’accompaguner 'homnme dans ses pérégrina-
tions.

. Les perspectives apportées par notre étude renouvellent I'intérét de
comparer des populations géographiques chez les Triatominae plutot
que des espéces. En particulier, en ce qui concerne la plasticité phéno-
typique, il serait opportun de comparer R. pallescens entre la Colombie
et le Panama. A cette fin, nous recommandons de caractériser chaque
population par I’étude séparée de plusieurs lignées isofemelles. Notre
hypothese de travail repose en effet sur 'idée que le coilit d’éventuelles
modifications plastiques dans le modele du milieu domestique sera plus
élevé chez le R. pallescens colombien.

. Nos modeles de laboratoires (paragraple 6.3) nous permettent de sug-
gérer qu'en Colombie, le poulailler est une porte d'entrée pour R.
pallescens en milieu domestique. Dans les villages colombiens, si 'on
veut détecter une domestication rampante, le poulailler doit étre exam-
iné au méme titre que le domicile. C’est la recommandation que cette
thése peut nous amener & faire au Ministere de la Santé en Colombie.
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ANNEXES

1. Article: “Growth changes in Rhodnius pallescens under selected pop-
ulation density and feeding patterns”. Caro-Riano, H; Jaramillo, N
and Dujardin, J. P. 2008. Accepté & Infection, Genetics and Evolution.

2. Nous avons participé aux analyses morphométriques de ’article: Ge-
netic and morphometric evidence for population isolation of Glossina
palpalis gambiensis (Diptera: Glossinidae) on the (Loos islands, Gui-
nea). Mamadou, C; Caro-Riano, H; Ravel, S; Dujardin, J. P.; Her-
vouet, J. P.; De Meuss, T; Kagbadouno, M; Bouyer, J; Solano, P. 2006.
J Med Entomol. 43: 853-860

3. Tableau résumé des tables et figures des résultats

Tables Figures

Taille Conformation Taille Conformation
Transition d’'une 4,5 6, 7 23 24, 25
génération
a lautre
Densité et 10,11 12,13 27, 28 29, 30
Régime
alimentaire
Transition 16, 17, 18,19, 40, 41, 42, 43, 46, 47, 49,
d’un 22,23, 20, 21, 44, 45, 48, 50, 51, 52, 53,
hote 24,25 26 60, 61, 62, b4, 55, 56, 57,
a Pautre 63 58, 59
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Abstract

Rhodnius pallescens Barber 1932 is a silvatic specics of Triatominae living in palm trees in
Colombia and part of Central Amecrica. In Colombia, the species did not adapt to domestic
structures and is not considered as an important vector for humans. In Panama, Costa Rica
and Nicaragua it is a rccognized vector adapting to peridomestic and domestic structures.

The main condition required for a Triatominae to be a significant vector of Chagas
disease is its ability to colonize human dwellings. The mechanisms of this process arc
unknown. In this adaptation to domesticity, previous authors have reported a fairly constant
reduction in general size and discussed its possible causes in terms of natural selection across
various generations or of simple growth changes within one single generation. Some authors
suggested that this size change could correspond to the relaxation of a selective pressure in
the wild, where larger phenotypes are possibly selected due to their greater capacity to resist
temporary food shortages. Others suggested that growth patterns could change quickly in
domestic conditions because of faster development time or higher population density.

Up to now, these hypotheses have not been explored experimentally. We built a lab-
oratory protocol measuring the effects of population densily and feeding patterns on the
growth of R. pallescens. A total of 320 first instar nymphs from a ten generations old
laboratory colony were randomly subdivided into four regimes combining density and feed-
ing frequency variation. Using geometric morphometric techniques applied to the emerging
adults, we cvaluated sizc and shape variation of the heads and the wings across the four ex-
perimental designs. The regimes tentatively paralleled changes occurring for a Triatominaec
in the transition from silvatic (low population density, low feeding frequency) to domestic
(higher density, higher feeding frequency) habitats. Density and feeding frequency combined
their effect within the span of one single generation to produce similar size changes for wings
and heads, but significant only for the wings. No significant variation could be detected for

shape variation, neither for the wing nor for the head.
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Our data suggest that selection is not needed to account for observed changes between
sylvatic and domestic ecotopes, and they did not agree with an effect of development time
on size. They highlighted the importance of the interaction between population density and

feeding frequency to produce specific and significant variation in the insect dimensions.

Keywords: Geometric morphometrics, shape, size, domestic habitat, Triatominae
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1 Introduction

Rhodnius pallescens Barber 1932 is a silvatic species of Triatominae living in palm trees (mainly
Attalea butyracea) in Colombia and part of Central America. In Colombia, the species sometimes
is found in human dwellings, but secms to fail in establishing defiuitive colonics (Dujardin et al.,
2002); in this country, R. pallescens is not considercd as an important vector for humans (Guhl
ct al., 2007). In Panama, Costa Rica and Nicaragua, it is a recognized vector adapting to
peridomestic and domestic structures (Christensen & de Vasquez, 1981; Calzada et al., 2006;
Marin et al., 2006; Zeledon et al., 2006) .

The process of adaptation to domestic structures by sylvatic Triatominae is still largely un-
known (Schofield et al., 1999). In various species of Triatominae, morphological and, to a lesser
cxtent, genctic changes have been observed associated with their adaptation from silvatic to
domestic or laboratory populations (Dujardin, 1998). The morphological changes gencrally in-
volved a reduction in average size (Zeleddn et al., 1970; Zeledén, 1981; Dujardin et al., 1997a,
1999; Jaramillo ct al., 2002) and a possible increase in sizc variance (Feliciangeli ct al., 2007).
The present study focusses on the possible mechanisms of this size variation.

It has been suggested that natural selection may favor larger phenotypes in less favorable
(more unstable or “silvatic”) habitats, possibly duc to a greater capacity to resist temporary
food shortages (Jaramillo et al., 2002; Rodriguez et al., 2007). Alternatively, smaller individuals
apparently survive better under laboratory or domestic conditions where food availability is less
restricted: as a passive result, the average size would decrease (Schofield, 1996).

Zeledén el al. (1970) and Zeledén (1981) developed the hypothesis that, without necessity of
selection, larger size could be attributed to longer development time in silvatic conditions due to
delayed moults as produced by incomplete meals. Alternatively, the average size would decrease

in domestic conditions because of higher densities altering blood captation due to competition
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between individuals (Dujardin et al., 1999). In this latter hypothesis, higher densitics would be
obtained because of the more protected domestic microenvironment relative to the sylvatic one
where predators or parasites are more frequent and blood availability less frequent.

We explored here the hypothesis of growth changes within a single generation under controlled
experimental conditions: the frequency of feeding, which is supposed to affect size in silvatic
conditions, and the crowding, supposed to be an influential factor in domestic conditions.

The mean values of metric variations were compared using classical ANOVA for size (Schlicht-
ing & Pigliucci, 1998), and MANCOVA for shape and size (Collyer & Adams, 2007). A special
software was written to allow non-parametric tests on inter-individual variance of size, in addition

to the study of means, also performing non-parametric tests on interaction between effects.

2 Materials and Methods

2.1 Experimental design

A total of 320 first instar nymphs of R. pellescens were selected at random from laboratory
colonies that had been maintained for more than 10 generations under controlled conditions of
lighting, temperature (25 +/- 2 C), relative humidity (80 +/-5 %) and bimonthly feeding on
hens. Nymphs were distributed randomly in four plastic containers of dimensions 15.6 x 15 x
18.3 cm. in a way that two flasks received each one 40 nymphs, and another two received 120
nymphs. Each one of the two containers of 40 and 120 nymphs was fed weckly (40_W and 120.W,
respectively), another set of two was fed monthly (40-M and 120_M, respectively). Nymphs were
fed on hens by periods of 35 minutes until they rcached sexual maturity. Hens were maintained
according to the criteria of the Research Ethics Committee, based on resolution No. 008430

(1993) of the Colombian Ministry of Health.
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2.2 Morphometric measurements

Of these 320 nymphs, 211 adults were produced (Table 1). Their head and right wing, dissected
and mounted by standard techniques, were photographed with a Nikon 990 digital camera fitted
to a Nikon SMS 800 sterecomicroscope. The organs were always put at the center of the visual
field Lo reduce the risk of oplical distortion. Six landmarks on each right hemi-head and seven
on each right wing were selected (Figure 1). One side only of the body (the right side) was used

to avoid interference in the analyses of within individual variation.

To detect the effects of possible peripheral optical diétortion, we compared two sets of pho-
tographs taken on the same sct of wings located at different positions in the optical field. The
measurement crror was estimated by the “repeatability” (R) index as described by Amgqvist &
Martensson (1998), i.e. a Model II oneway ANOVA on repeated measures, where “R” is provided

by the ratio of the betwecn individual variance and the total variance.

2.3 Geometric morphometrics

For comparing overall wing or head size between groups, we used the isometric estimator known
as “centroid size” derived [rom coordinates data: it is defined as the square root of the sum of
the squared distances between the center of the coufiguration of landmarks and each individ-
ual landmark (Bookstein, 1991). Shape variables were obtained through Generalized Procrustes
Analysis (GPA) superimposition algorithm and thin-plate spline equation to produce the “partial
warps” (Rohlf, 1990; Rohlf & Slice, 1990). Both non-uniform (“partial warps”, strictly speaking)
and uniform components were used as shape variable.

Since some samples were small relative to the number of shape variables, we computed their
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principal components (called “relative warps”, or RW) and used a subset of them without impor-
tant loss of information (from 77% to 85% of total variation, according to the sample examined).
The subsets of first RW were those maximizing the correct classification percentages using cross-
validation (Baylac & FrieB, 2005). For the wings, best results were obtained for the first 5§ RW
in males and 8 RW in females; for the heads, the first 6 RW were found to produce the best

reclassifications in both sexes.

2.4 Statistical analysis
2.4.1 Developmental time and mortality

The developmental time was compared between treatments as the number of adults obtained
before 7 months, and after 7 months up to a total duration of 15 months. The 2 x 4 table was
submitted to a classical chi square analysis. Mortality was computed as the percentage of dead

specimens in cach group, whatever the devclopmental stage (excluding adults).

2.4.2 Size

Average sizes according to treatment were plotted to show classical reaction norm graphics
(Pigliucci, 2005, 1998). A parametric two-way ANOVA was performed to test for separate and
combined effects of population density and feeding frequency (Adams, 2004; Langerhans et al.,
2004). A non-parametric approach (sée module VAR, http://www.mpl.ird.fr/morphometrics)
was also applied to allow, in addition to means comparisons, the relevant variances comparisons.
This latter estimation of phenotypic plasticity is less frequently considered (Dworkin, 2005), but

has been reported for Triatominae (Feliciangeli et al., 2007).

The non-parametric approach performed comparisons of means and variances based on per-

mutations (sece columns D1 and D2 of Table 3). At cach permutation cycle, individuals were
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randomly exchanged among groups, the random means and variances were computed and the
relevant differences between them (random differences) were scored. A difference was considered
significant if the 95% of the random differences was lower than the observed one (99% if the
significance level is put at 0.01).

For both means and variance, the same script (VAR) also compared the pair-wise differences (D1
and D2) to test if one pair showed significantly larger or smaller difference than the other one
between the same treatments, i.e. the script also tested for interaction between effects (see col-
umn D1-D2 of Table 3). To do so, bootstrapping techniques were used as described by Zelditch
et al. (2004). At each cycle, each group was sampled with replacement, the pair-wise differences
(D1-40 and D2.120, or D1.W and D2_M, see Table 3) were computed again, and their difference
(D1-D2, Table 3) was scored. The 95% confidence interval (c.i.) of these scored differences was
computed after 1000 cycles (or the 99% c.i. if the significance level is put at 0.01): if containing
zero, the difference between pair-wise differences was considered non-significant. This test for

interaction is reported column D1-D2 (see Table 3).

2.4.3 Shape

To examine shape variation (Y), we adopted the general approach? for the statistical comparison

of multivariate vectors of phenotypic change as described by Collyer & Adams (2007).

The procedure is described hereafter, for more details see Collyer & Adams (2007). A two-
factor (density, diet) MANCOVA was used to test for differences in head or wing shape and
two-factor intcraction. Independent variables (X) were the feeding frequencies, population den-

sitics, and the centroid size as a covariate, while dependent variables (Y) were the relative warps

1Y = XB + e, where X is an n * k design matrix describing the k model effecls for n objects, Bis a k * p

matrix of partial regression cocfficients for p response variables, and e is the n * p matrix of residuals
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(RW, i.e. the principal components of the partial warps). A matrix of partial regression coeffi-
cients (Bf) was computed using the full design matrix (Xf, including two-factor interaction), and
another one (Br) using the reduced design matrix (Xr, excluding two-factor interaction). The
least-squares means were computed using the full model (Bf). The phenotypic change vectors
were estimated from least-squares means as quantities specified by a magnitude (length) and a
direction (angle). It was then possible to compare different phenotypic change vectors by their
length? differences (D1-D2, see Tables 4 and 5). To evaluate the significance of these valies, a
residual randomization was performed using the reduced model (Xr). The predicted values (Yr
= XrBr) and residuals (e) were determined. Residuals were randomized and added to predicted
values to produce random values (Y* = Yr + e ) such that non-targeted effects were held con-
stant. The full model was then used to calculate predicted values from the random data, and
the values (D1, D2, the difference D1-D2 and the angle between D1 and D2, see Tables 4 and 5)
were determined. This procedure was repeated 1000 times to compare the observed values to a

distribution of random values (Collyer & Adams, 2007; Collyer et al., 2007).

In a sccond run, exactly the same analyses were performed but using allometry-free shape
variation, i.e. the RW were predicted forcing centroid size to be the same (the grand mean) for
all individuals across groups. This procedure was allowed since the common allometric model
was not rejected, i.c. the MANCOVA of shape versus size, groups and the corresponding inter-

action did not show statistical significance for the interaction “size X groups” (details not shown).

2The length is measured as an Euclidean distance between least square means
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2.4.4 Software

The tpsDig (Rohlf, 2004) was used for digitizing landmarks, VAR was used to perform non-
parametric ANOVA, COV to compute relative warps and MANCOVA and PAD to compute
cross-validated classifications. These scripts can be found at http://life.bio.sunysb.edu/morph/
and at http://www.mpl.ird.fr/morphometrics. The commercial program STATA (Hamilton,

1993) was used to perform ANOVA and to graph reaction norms.

3 Results

The individuals grown with higher availability of food and at higher density, a condition which
could parallel domestic or laboratory ones, exhibited a faster time of development and a smaller
size mean, while those grown with lower availability of food in uncrowded conditions, a condition
reflecting what occurs in silvatic habitats, exhibited a slower time of development and a higher

size mean.

3.1 Repeatability (R)

Comparison of two repeated sets of photographs of the same sct of wings showed fairly good
agreement for the centroid size (R = 0.99), as well as for the very first relalive warps (RW1,
RW2 and RW3, with R = 0.99, 0.89 and 0.78, respectively) representing most of the shape
variation. As observed by Arnqvist & Martensson (1998) and by us, the measurcment error was

increasing on the following RW.

3.2 Developmental time and mortality

The 320 nymphs produced a total of 211 adults. Among the latter, all the weekly fed specimens

(n=130), versus only 42 (50%) of the monthly fed onecs, arrived to adults before the seventh

10
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month. The remaining monthly fed nymphs (n=39) required an additional seven months to
reach adult stage. These differences were statistically significant (P < 0.001, details not shown).
The percentage of dead specimens (at various stages of development, excluding adults) ranged

from 10 to 22% in the weekly fed groups, while it was 49% and 50% in the monthly fed ones.

3.3 Size

Sample sizes, means and standard deviations of the four treatments are listed Table 1. In general,
the individuals grown at a higher population density exhibited smaller sizes for wings and heads
(Figures 3 and 4), but significant changes were observed for wings only (Tables 2 and 3). The

metric changes followed approximately the same trends in males and females (Figure 2).

The analyses on size variation used both parametric (Table 2) and non-parametric (Table
3) tests to compare means and test for intera(;tion between effects, while the comparisons of
variances used non-parametric tests only (Table 3). Both approaches examining the means
produced similar results, and for either the mean or the variance changes, they highlighted the
importance of the interaction between population density and feeding frequency. In addition to
parallel the classical ANOVA results, the Table 3 showed the observed differences between means
according to comparisons.

In both sexes, only wings presented significant changes of mean centroid size induced by
cither density or feeding frequency. There was a significant interaction between these two factors
(Table 2, and see column D1-D2 of Table 3). In males only there was a significant change in the
variance of size for both wings and heads, with significant interaction for the wing variation (sce
bottom part of Table 3).

The lower feeding [requency produced a significant increase of wing size in males and females

only when at low density (Table 3, seec column D1_40, and Figure 3); the lower population density
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produced a significant increase of wing size in both sexes only at a monthly feeding frequency
(Table 3, see column D2_M, and Figures 2 or 3). The D1-D2 column of Table 3 corresponds to a
non-parametric test of interaction: it indicates that the observed changes of size between insects
submitted to different diets were significantly more important at one density (40_W and 40_M)
than at the other one (120_W and 120_M); alternatively, it indicates that the observed changes
between densities were significantly more important at one feeding frequency (40_M and 120_M)

than at the other one (40_W and 120_W).

Table 3 also produces a similar set of comparisons and presentation for variance of size (sece
its bottom part). Variance of size was generally similar among treatments. It could change
however between feeding frequencies at high population density: the 120_W treatment showed
larger range of sizes than the 120_M one (Figures 3 and 4), and this was significant in males
for both heads and wings (Table 3). In the changes of size variance for males there was an
interaction between density and feeding frequency: the change at high density was significantly
more important than at lower density (D1-D2).

When looking at the range of sizes exhibited by cach group (Figure 3, 4), an intcresting
visual pattern could be observed: the range of size seemed to be amputated in the arca of large-
sized individuals at high density (120-M), while only small-sized individuals seemed to have

disappeared at low population density (40_M).

3.4 Shape

No significant difference was disclosed for shape changes, nor was it for allometry-free shape
changes, as measured by differences in magnitudes of changes (D1-D2, see Tables 4 and 5)
or by the angles, neither for separate factors effects (deusity, feeding frequency) nor for their

intcraction (Tables 4 and 5). However, even for allometry-free differences between treatments,

12



236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

shape changes in both sexes followed the same genecral pattern as size changes, i.e. the distances

between treatments disclosed higher values for wings than for head.

4 Discussion

A general reduction in body size had been noted in the laboratory for Triatominae reared over
successive generations (Szumlewicz, 1976; Zeleddn, 1981; Zeleddn et al., 1970). Various studies
also had shown that in the domestic habitat specimens also tended to be smaller than their
silvatic conspecifics (Harry, 1994; Dujardin et al., 1997a,b, 1999; Jaramillo et al., 2002). In the
litterature on Triatominae, the hypotheses raised until now accounting for these differences in
size could be subdivided into the “selection hypothesis” and the “growth hypothesis®.

The selection hypothesis was formulated for both environments, domestic and sylvatic, and
mainly related to availability of food. Because domestic conditions are apparently advantageous
(higher and more regular feeding frequency, absence of predators), improved survivorship of small
specimens could be expected in domestic conditions, and average size would decrease (Schofield,
1996). Alternatively, larger specimens should be favored in sylvatic conditions of life due to
their greater capacity to resist temporary food shortages (Jaramillo et al., 2002; Rodriguez et al.,
2007).

Simple growth changes were also suggested. Zeledén et al. (1970) and Zeledén (1981) supposed
that the larger size of sylvatic specimens could be attributed to longer development time in
silvatic conditions due to delayed moults as produced by incomplete meals. Dujardin et al.
(1999) considered that the average size would decrease in domestic conditions because of higher
population densities altering blood captation due to competition between individuals.

The present study examines the simple growth change hypothesis. It provides a quantita-

tive analysis of metric variation, development time and mortality under controlled changes in
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population density and feeding frequency.

Mortality was related to the feeding frequency, without apparent interaction of density. In-
deed, from weckly to monthly frequency of feeding, mortality increased more (or much more) than
twice. An obvious relationship was evidenced also between feeding frequency and development
time. The more fed, the faster developed, whatever the population density.

Our data did not support an explanation involving the effect of longer developmental cycle on
size (Zeledén, 1981; Zeleddn et al., 1970). In our experiments, there was no detectable correlation
of development time with size. Such relationship however is commonly reported for other insects
- although not always a positive corrclation (Klingenberg & Spence, 1997).

Size was always lower at higher densities, whatever the feeding frequency, which suggests
the primary importance of population density. However, density and feeding frequency clearly
interacted to produce specific and significant changes in the insect dimensions. For instance, the
direction of size change from the weckly feeding condition to the monthly one was depending on
the population density: an increase at low density, a decrease at high density.

In our cxperiments, two treatments could parallel known conditions of life for silvatic and
domestic specimens: 40_M and 120_W, respectively. A low population density and a low feeding
frequency is supposed to occur in silvatic habitat (40_-M), while a (much) higher population
density and feeding frequency are commonly observed in domestic conditions (120_W). The
metric changes disclosed betwcen these two treatments (sce Figure 3) were indeed similar to
those rcported by previous authors: a reduction in mean size (Dujardin et al., 1999; Jaramillo
et al., 2002; Rodriguez et al., 2007) together with an increase of variance (Feliciangeli et al.,
2007). although this latter was not constantly reported or significant, depending on the organ
(Jaramillo et al., 2002) or the species of Triatominae (Rodriguez et al., 2007). In our results,
significant increase of variance was observed in males only (Table 3).

According to our data, no other factor is required than the combination of high population
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308

density and high feeding frequency to reproduce the observed changes in insect dimensions in their
transition from silvatic to domestic habitats. This conclusion supports the “growth hypothesis”,
but does not reject the “selection hypothesis”. Selection is likely, but it would need a laboratory
protocol conducted over various generations to be detected. Although very speculative, the simple
visual inspection of size ranges according to treatments reveals a possible non-random mortality
of nymphs. Indeed, there is an apparent lack of small sized individuals at low population density,
and an apparent lack of large sized individuals at high density (see Figure 3). This pattern
could suggest selective mortality at'low feeding conditions, where mortality rate was as high as
50%. Thus, not only more individuals would die at low feeding frequency, but actually a defined
category of size according to population density.

Our study depicted metric changes as they may occur within one single generation only.
Characters able to change as fast as the changing environment may be called “labile” charac-
ters (Scheiner, 1993), and arc considered as important in phenotypic evolution (West-Eberhard,
1989). In agrcement with the common observation of size being more labile than shape, the sig-
nificant changes recorded here were exclusively size modifications. Tle lack of significant shape
or allometry-free shape variation in both wings and heads was in agreement with the common
idea of shape as a more stable character (than size) in the face of environmental perturbations. It
could however be attributed also to some lack of statistical power since some of our samples were
relatively small (ranging from 8 to 48 specimens), restricting the total amount of shape usable
for comparison. Nevertheless, results did not change when using the total number of relative
warps (RW). The lack of significant differences between rearing conditions on shape alone is not
likely to be related to excess of noise as an effect of possible optical distortion, since we used
the first RW where high repeatability scores were obtained while we did not use the last ones,
where repeatability was consistently decreasing (Arnqvist & Martensson, 1998) (see Materials &

Methods).
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Significant mean size variation was limited to the wings. There was no such change detected
for the head size. Because heads showed similar trends than wings (Figure 2), this lack of sig-
nificance was probably due to either low statistical power, lower quality of landmarks (all head
landmarks are type II landmarks of see Figure 1), or both. They also could indicate a better
canalization for head than for wing dimensions. However, both wings and heads showed signifi-

cant changes for the variance of size, limited to males only (Table 3).

Thus, as long as R. pallescens is a representative species of the Triatominae, our results
suggest that no additional factor is nceded than the two factors (density and feeding) explored
here to account for commonly observed differences between silvatic and domestic Triatominae.
This is not to say that we can exclude the intervention of possible complementary forces. For
instance, selective mortality of small specimens in silvatic conditions could be enhanced by the

activity of predators, which are generally absent or less frequent in domestic habitat.
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Treatment Female Male
Wing Head  Wing Head

40W n 15 17 19 19

m  947.2 1218.7 893.1 1171.9

sd 46.6 51.1 51.1 50.1
40M n 8 11 9 9

m 1046.0 12345 966.3 1180.8

sd 56.5 39.9 52.8 49.8
120W n 42 48 46 43

m  933.3 1217.1 865.3 1159.8

sd 50.2 47.1 61.1 61.6
120M n 26 26 35 35

m 913.7 1212.2  840.2 1154.7

sd 27.1 27.2 259 254

Table 1: Sample sizes (n), mean size (m) and standard deviation (sd) of cach treatment: 40W

= density 40 weekly feeding; 40M = density 40 monthly feeding; 120W = density 120 weekly

feeding; 120M = density 120 monthly feeding.
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Sex Trait  Density Feeding Interaction

Females Wings 0.000% 0.001*  0.000*
Heads 0.227 0.580 0.293

Males Wings 0.000*  0.039 0.000*
Heads 0.093 0.853 0.555

Table 2: Two-way ANOVA for centroid size, by density and feeding patterns. Density = cither

40 or 120; Feeding = either weekly or monthly feeding frequency; * = significant interaction after

Bonferroni adjustment at alpha 0.05.
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Mean size

Sex Trait Feeding Density Interaction
D140 D2.120 DI.W D2.M D1-D2
Females Wings -98.8* 19.7 13.9 132.4* -118.5*%
Heads -15.8 4.9 1.6 22.3 -20.7
Males  Wings -73.3* 25.1 27.7 126.1* -98.4*
Heads -8.9 4.6 12.5 26.0 -13.5
Variance of size
Sex Trait Feeding Density Interaction
D140 D2.120 DI.W D2.M D1-D2
Females Wings -1027.6 1787.5 -352.3 24628 -2815.1
Heads 1017.0 14831  393.3 859.4 -466.1
Males Wings -172.7 3057.2* -1115.1 2114.8 -3229.9*
Heads 31.1 3141.9* -1276.7 1834.1 -3110.8

Table 3: Non-parametric tests for means and variances of size. D140
between weekly and monthly feeding rhythms, at density 40; D2.120 = the same differences
at density 120; D1.W = differences of means between densities when weekly fed; D2_M = the
same differences when monthlhy fed; D1_40 = differences of variances between feeding rhythms,
at density 40; D2_120 = the same differences al density 120; D1_W = dilferences of variances
between densities when weekly fed; D2_M = the same differences when monthly fed; D1-D2 =

cither (D1-40 - D2_.120) or (D1-W - D2_M). Interaction = D1-D2. * = significant interaction

after Bonferroni adjustment at alpha 0.05.
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Wing Head
Females E Ec E Ec
Interaction NS NS NS NS
Feeding D140 0.013 0.02: 0.012 0011
D2.120 0.013 0.012 0.004 0.004
D1-D2 0.000 0.009 0.008 0.007
Angle 80 17
Density D1.W 0.013 0.018 0.007 0.006
DIM 0.022 0.027 0.006 0.005
D1-D2  -0.009 -0.014 0.001 0.001
Angle 57 80

Table 4: Magnitude and direction of phenotypic changes in female specimens of R. pallescens. E
= Euclidean distance between relative warps; Ec = Euclidean distance between relative warps
corrected for size variation; D1_40 = distances E and Fc¢ between feeding rhythms at density 40;
D2_120 = the same distances at density 120; D1_W = distances between densities when weekly
fed; D2_M = the same distances when monthlhy fed; D1-D2 = (D1.40 - D2_120) or (D1_W -

D2_M). Angle = angle between D1 and D2. W = wing; H = head. No angle was significant. All

distances and or differences were not significant.
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Wing Head
Males E Ec E Ec
Interaction NS NS NS NS
Feeding D140 0.019 0.024 0.007 0.007
D2_.120 0.020 0.016 0.007 0.008
Di1-D2 -0.001 0.008 0.000 -0.001
Angle 51 45
Density Di.w  0.012 0.014 0.003 0.002
DIM 0019 0018 0.005 0.005
D1-D2 -0.007 -0.004 -0.002 -0.003
Angle 70 69

Table 5: Magnitude and direction of phenotypic changes in male specimens of R. pallescens. E
= Euclidean distance between relative warps; Ec = Euclidean distance between relative warps
corrected for size.variation; D1_40 = distances E and Ec between feeding rhythms at density 40;
D2_120 = the same distances at density 120; D1_-W = distances between densities when weekly
fed; D2_M = the same distance when monthlhy fed; D1-D2 = (D140 - D2_120) or (D1.W -

D2_M). Angle = angle between D1 and D2. W = wing; H = head. No angle was significant. All

distances and or diflerences were not significant.
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Figure 1: Landmarks collected from heads (top) and wings (bottom). The landmarks (LM)

are defined as type [I (all head LM, wing LM 4 and 7) and type | (remaining wings LM). See

(Bookstein, 1990)
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Figure 2: Reaction norms of wings and heads size. 40_W. density 40 when weekly fed; 40_M.

density 40 when monthly fed; 120_W. density 120 when weekly fed; 120_M. density 120 when

monthly fed
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Figure 3: Median and dispersion of wings size in each treatment. Each box shows the group
median separating the 25th and 75th quartiles, with the 10th and 90th quartiles shown as lines
on each side of the box. 40_W. density 40 when weekly fed; 40_M. density 40 when monthly fed;

120_W. density 120 when weekly fed; 120_M. density 120 when monthly fed
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Figure 4: Median and dispersion of head size in cach trecatment. Each box shows the group
median separating the 25th and 75th quartiles, with the 10th and 90th quartiles shown as lines
on each side of the box. 40_W. density 40 when weekly fed; 40_M. density 40 when monthly fed;

120_W. density 120 when weekly fed; 120_M. density 120 when monthly fed
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Genetic and Morphometric Evidence for Population Isolation of
Glossina palpalis gambiensis (Diptera: Glossinidae) on the
Loos Islands, Guinea
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ABSTRACT Allele frequencies at four microsatellite loci, and morphometric features based on 11
wing landmarks, were compared among three populations of Glossina palpalis gambiensis (Diptera:
Glossinidae) in Guinea. One population originated from the Loos islands separated from the capital
Conakry by 5 km of sea, and the two others originated from the continental mangrove area close to
Dubreka, these two groups being separated by =30 km. Microsatellites and wing geometry data both
converged to the idea of a separation of the Loos island population from those of the mangrove area.
Although occasional contacts cannot be excluded, our results support the hypothesis of the Loos
population of tsetse flies being a completely isolated population. This situation will favor a sequenced
intervention against human African trypanosomosis and the possibility of an elimination of tsetse from

this island.

KEY WORDS Glossina palpalis, microsatellite DNA, geometric morphometrics, wings, Guinea

Human African trypanosomosis (HAT, or sleeping
sickness) is showing some signs of declining due to
recent efforts on case detection and treatment, nota-
bly in Central Africa (Jannin 2005). However the
situation in West Africa is much less clear, and Guinea
and Cb6te d’Ivoire are thought to be the two countries
most affected by this disease (Camara et al. 2005, Kaba
et al. 2006). Guinea has a long history of sleeping
sickness, which was particularly prevalent in the years
1930-1940 (Brengues et al. 1964). Current data show
prevalences up to 2-5% in villages of the coastal man-
grove area (Dubreka focus) (Camara et al. 2005). The
Loos islands are completely separated from this man-
grove area of the mainland. The situation of HAT in
these islands is not currently known, but there are
historical reports of the disease: in 1942, a medical
survey conducted by Med. Cap. Héricord detected 30
patients. In 1944, out of 1,924 inhabitants who were
registered from the islands, 1,627 were visited, and 16
cases were detected (15 on Kassa island and one on
Fotoba island). After that, little information has been

I PNLTHA Conakry, BP 851 Guinée.

2 GEMI, UMR CNRS IRD 2724, centre IRD Montpellier, 911 avenue
Agropolis, BP 64501, 34394 Montpellier cedex 5, France.

3TRD UR 177, Laboratoire de Recherche et de Coordination sur les
Trypanosomoses IRD/CIRAD, Campus de Baillarguet, 34398 Mont-
pellier Cedex 5, France.

4 IRD/IRSAM, UPPA, 64000 Pau, France.

5 CIRDES/CIRAD-EMVT, Bobo-Dioulasso, 01 BP 454 Burkina
Faso.

6 CIRDES/IRD UR 177, Bobo-Dioulasso, 01 BP 171, Burkina Faso.
Corresponding author, e-mail: solano@mpl.ird.fr.

available except for seven cases originating from these
islands between 1971 and 1987; these cases were pas-
sively detected and treated in Dubreka. Itis not known
whether the disease was autochtonous or was im-
ported from other localities.

In West Africa, HAT is mainly transmitted by the
tsetse fly species Glossina palpalis Van der Planck
(Diptera: Glossinidae). Control of tsetse can be
achieved through a variety of techniques, including
traps, insecticide impregnated targets, live-baits, se-
quential aerial spraying, and sterile male release (Cui-
sance et al. 1980). Generally, however, the tsetse pop-
ulations then tend to recover, due to either flies
surviving the initial interventions, migrant flies com-
ing from untreated regions, or both. To achieve and
sustain local elimination of a target fly population, it is
therefore preferable to define the area of intervention
to include an entire panmictic fly population, such that
natural immigration from neighboring localities is of
low likelihood. This end is most readily achieved for
isolated island populations, as shown by the elimina-
tion of Glossina pallidipes Austin from the Island of
Principe in 1914 (Da Costa et al. 1916), and the elim-
ination of Glossina austeni Newstead from Unguja Is-
land of Zanzibar in 1997 (Vreysen et al. 2000). But for
most mainland populations of tsetse, the geographical
limits of target tsetse populations are less easily de-
finable. Application of population genetics techniques
can reveal the existing level of population differenti-
ation in tsetse, providing guidance on the distribution
of genetically defined subpopulations. In essence, the

0022-2585/06/0853-0860304.00/0 © 2006 Entomological Society of America
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population genetics models are used to estimate rates
of gene flow between populations, which are taken as
a surrogate for the rate of migration of individuals
(Patterson and Schofield 2005). Initial studies already
showed evidence of strong structuring of G. palpalis
populations in fragmented landscapes (Solano et al.
2000). With more detailed study, it should therefore
be possible to determine key areas where tsetse con-
trol interventions can proceed with relatively low risk
of reinvasion from neighboring areas.

To examine the population structure of G. palpalis,
we used two approaches in the current study, one
approach based on genetic variation at microsatellite
DNA loci and the other approach based on phenetic
variation as described by the geometry of the wings.
The main objective was to assess whether the tsetse
population from Loos islands was isolated from two
other populations of the mangrove area of the HAT
focus of Dubreka.

Materials and Methods

Study Area. The HAT focus of Dubreka is located
~45 km from Conakry, the capital of Guinea. HAT has
shown incidences up to 5% in some of the visited
villages from 1997 to 2005. The area is situated among
the coastal mangrove, with anthropic Guinean savan-
nah, and permanent or temporary inundated areas.
Near the town of Dubreka (25,000 inhabitants), peo-
ple live in villages of between 300 and 2,000 inhabit-
ants, fragmented in many smaller localities. Main ac-
tivities include fishing, salt extraction, and agriculture
(“vergers” of Elaeis guineensis, mangoes, rice, and food
crops). Loos islands are separated from the mainland,
by 5 km of sea at the shortest distance. But the first
mangrove area where tsetse occur are at =20 km from
these islands (Fig. 1).

Entomological Surveys. In May 2005, six Vavoua
traps (Laveissiere and Grébaut 1990) were placed on
Fotobaisland (Loos islands), and 23 traps were placed
in two mainland localities of the littoral (Magnok-
houn) and mangrove (Touguissoury) areas. These
two mainland localities are separated by =15 km, and
the shortest distance between them and Loos islands
is 30 km. Cages were changed daily during 2 to 4 days,
and tsetse were counted and separated by sex. From
each dissected tsetse, the wings were removed and put
in individual, labeled, dry Eppendorf tubes, and three
legs were removed and put in individual, labeled, dry
Eppendorf tubes.

Microsatellite Loci. In total, 71 individuals were
used for the genetic analyses at microsatellite loci: 23
in Loos islands (14 males [M], nine females [F]), 28
in Magnokhoun (14 M, 14 F), and 21 in Touguissoury
(10 M, 10 F).

Four microsatellite loci were analyzed: Gpg55,3
(Solano et al. 1997); pgplland pgpl (Lunaetal. 2001),
and B104 (kindly provided by A. S. Robinson, IAEA,
Vienna, Austria). Locus Gpg55,3 has been reported to
be located on the X chromosome (Solano et al. 1997,
Gooding et al. 2004), and given an absence of het-
erozygotes on a subsample of males (datanot shown),
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B104 and pgpll also were interpreted to be located on
the X chromosome.

To each tube containing the legs of the tsetse, 200
wl of 5% Chelex chelating resin was added (Walsh et
al. 1991, Solano et al. 2000). After incubation at 56°C
for 1 h, DNA was denatured at 95°C for 30 min. The
tubes were then centrifuged at 12,000 X g for 2 min
and frozen for later analysis.

The polymerase chain reaction (PCR) reactions
were carried out in a thermocycler (M] Research,
Cambridge, United Kingdom) in 10-ul final volume,
by using 1 wl of the supernatant from the extraction
step. After PCR amplification, allele bands were rou-
tinely resolved on a 4,300 DNA Analysis System from
LI-COR (Lincoln, NE) after migration in 96-lane re-
loadable (3X) 6.5% denaturing polyacrylamide gels.
This method allows a multiplex by the use of two
infrared dyes (IRDye), separated by 100 nm (700 and
800 nm), and read by a two-channel detection system
that uses two separate lasers and detectors to eliminate
errors due to fluorescence overlap. To determine the
different allele sizes, a large panel of =30 size markers
was used. These size markers had been previously
generated by cloning alleles from individual tsetse flies
into pGEM-T Easy Vector (Promega, Madison, WI).
Three clones of each allele were sequenced using the
T7 primer and the Big Dye Terminator Cycle Se-
quencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Sequences were analyzed on an Ap-
plied Biosystems 310 automatic DNA sequencer, and the
exact size of each cloned allele was determined. PCR
products from these cloned alleles were run in the same
acrylamide gel as the samples, allowing the allele size of
the samples to be determined accurately.

Microsatellite Data Analysis. For the total sample
subdivided into the three localities, Wright's F
(within sample heterozygote deficiency, a measure of
deviation from panmixia) and F,, (measure of popu-
lation differentiation) were estimated using Weir and
Cockerham’s unbiased estimators (f for F,, 6 for F,,)
(Weir and Cockerham 1984). For random mating
(within samples) or random distribution of individuals
(between samples), F values are expected to be zero.
When F,, was measured, it was compared with F,
=1 — H, (Hedrick 1999, 2005).

The significance of F,, (deviation from panmixia) at
each locus, and over all loci, also was tested separately
within each sample by using 10,000 permutations of
alleles between individuals. Males were hemizygous at
loci on the X chromosome. For these loci, measure of
F,, and its significance were conducted only on fe-
males. The significance of F,, (population differenti-
ation) was assessed using 10,000 permutations of ge-
notypes among samples. To evaluate significance
when multiple tests were performed, the sequential
Bonferroni procedure was applied (Rice 1989).

An unweighted pair-group method with arithmetic
average (unweighted pair group method with arith-
metic mean) dendrogram was built based on Cavalli-
Sforza and Edwards (1967) chord distance between
the three populations. This distance is indeed the most

t max
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Fig. 1.
islands; M, Magnokhoun; and T, Touguissoury.

appropriate for tree construction (Takezaki and Nei
1996).

Morphometrics. Qut of the 71 individuals submitted
to microsatellite analyses, 64 showed wings in good
state for morphometric studies. Wings were dry-
mounted between two microscope slides and scanned
at 3,200 dpi. On this image, 11 landmarks defined by
vein intersections were recorded (Fig. 2). Their co-
ordinates were subjected to generalized Procrustes
analysis (GPA) (Rohlf 1990, 1996). Centroid size
(Bookstein 1991) was used to describe size changes
among sexes and localities (Fig. 3).

For geographic comparisons, 18 “partial warps”
(PW), corresponding to 11 landmarks (Fig. 2) were
computed from the right wings by using the total

Geographic location of study area. The circles correspond to the three localities of the tsetse samples. L, Loos

sample, mixing males and females: 18 individuals from
Loos islands (10 M, 8 F), 24 from Magnokhoun (13 M,
11 F), and 22 from Touguissoury (13 M, 9 F). To
circumvent the problem of small sample sizes relative
to the large number of variables (18 PW), the 11 first
“relative warps” (principal components of the PW)
were used instead, representing >95% of the total
shape variation. The residual allometry was estimated
by multivariate regression of PW on size, on the total
sample and separately in each sex, and statistical sig-
nificance estimated by 1,000-runs permutation tests
(Good 2000). To estimate the contribution of size
variation to the geographic distinction provided by the
discriminant functions, each of these was regressed on
size variation (Fig: 4). The Mahalanobis distances were
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Fig. 2.

examined for significance by permutation tests (1,000
runs) and used to construct an unweighted pair-group
method with arithmetic average dendrogram. Based
on these distances, the percentage of correctly as-
signed individuals was also computed for each locality.

For bilateral differences, only a subset of the total
sample was used (9M, 6 F from Loos, 8 M and5F from
Magnokhoun, and 11 M and 7 F from Touguissoury).
Five landmarks could be retained (Fig. 2, see land-
marks 1, 3,5, 10, and 11). To provide a better estimate
of digitizing error, both wings of each individual were
recorded three times (Mpller and Swaddle 1997).

Size asymmetry was estimated on the basis of cen-
troid size and followed the analysis of variance
(ANOVA) procedure recommended by Palmer and
Strobeck (1986). In the absence of significant direc-
tional asymmetry, the distribution of signed differ-
ences was examined for kurtosis to assess the existence
of fluctuating asymmetry (or reject the existence of
antisymmetry ).

Location of the 11 landmarks that were recorded for each tsetse wing,

Software. The F,, and F,, estimators were calculated
with FSTAT version 2.9.3 software (Goudet 1995).
Cavalli-Sforza and Edwards (1967) chord distances
were computed by the GENETIX version 4 software
package (Laboratoire Génome et Populations, Centre
National de la Recherche Scientifique Unité Propre de
Recherche 9060, Université de Montpellier I, Mont-
pellier, France).

Collection of anatomical landmarks, GPA, multi-
variate analyses as well as asymmetry detection and
measurement were performed using software freely
available at http://www.mpl.ird.fr/morphometrics
(developed by J.P.D.).

PHYLIP package (by J. Felsenstein, http:/ / evolution.
genetics.washington.edu/phylip.html) was used to
construct the unweighted pair-group method with
arithmetic average tree, and NJPLOT (http://pbil.
univ-lyonl.fr) was used for tree edition (Perriere and
Gouy 1996).
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Quantile plots showing in each sex the distribution of individuals along the isometric estimator of size (centroid

size). Each box shows the group median separating the 25th and 75th quartiles, with the 10th and 90th quartiles shown as
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Fig. 4. Regression of first discriminant factor on centroid
size. Vertical axis is the DF1, representing 84% of the total
discrimination. Horizontal axis is the centroid size of the
wing, in pixels. White squares, Loos (L); black squares, Mag-
nokhoun (M); and gray squares, Touguissoury (T). Regres-
sion line is shown.

Results

Entomological Surveys, Of 421 tsetse (240 M, 181 F)
that were trapped during the survey, all were G. p.
gambiensis based on morphological characters and on
geographical distribution. The apparent density (AD)
averaged 4.53 tsetse per trap per day. On Loos islands,
26 tsetse in total were caught (AD of 1.44 tsetse per
trap per d), 277 were caught at Magnokhoun (AD of
6.15 tsetse per trap per d), and 118 at Touguissoury
{AD of 4.07 tsetse per trap per d).

Genetics. From the 71 individuals analyzed, the
number of alleles at each locus was 18, 13, 16, and 14
for loci B104, Pgpll, Pgpl, and Gpghs,3 respectively
(Table 1). The Loos sample had the lowest number of
alleles. Weir and Cockerham (1984) estimators indi-
cated an overall F,, of 0.15 (P < 0.001) and an averaged
F,, per population of 0.18, 0.16, and 0.13, respectively,
for Loos, Magnokhoun, and Touguissory, none of
these values being significant (Table 2).

Overall F,, averaged +0.032 (P < 0.0001), indicating
genetic differentiation between the three populations.
When measured among the three populations taken
by pairs, pairwise F, were 0.014 between Magnokhoun

Table 1.  Gene diversity and mumber of alleles sampled by locus
by population

Gene diversity/locus/ pop No. alleles sampled

Locus -
L M T L M T
B104 0917 0.937 0.939 8 12 12
Pepll 0.764 0.846 0.811 6 9 7
Pepl 0.918 0.926 0.833 10 12 7
Gpeb5.3 0.830 0.824 0.800 5 11 10

L. Loos islands: M. Magnokhoun; and T, Touguissoury.
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and Touguissory, 0.032 between Loos and Magno-
khoun, and 0.062 between Loos and Touguissory.

Because F,, between Magnokhoun and Touguissory
was low and nonsignificant, these two samples were
mixed into one population and compared with Loos.
The resulting F,, was 0.057 (highly significant, P <
0.0001).

Because M, was0.832, F, .. = 1 — H,was0.168, and
our maximum F,, value was 0.057. A standardized es-
timate of F,, would thus give F,. = F/F,, ... = 0.34.
Should this value have been close to 1, a complete lack
of migrant would have been supported. The lower
value (0.34) suggests that either there are migrants, or
there have been migrants in the past and the separated
populations did not yet reach equilibrium. If equilib-
rium is assumed in a two istland model, then the cor-
responding number of migrants would be Nm = (1 —
Fgp) | 8F gy, which would give, with our “standardized”
measure of Fgp, Nm = 0.24 migrant per generation or
one migrant every four generations.

Morphometrics. A strong sexual dimorphism for
size was disclosed in each locality, in favor of females
(Fig. 3). Size variation was not significant between
localities.

The multivariate regression of PW on size was sig-
nificant on the total sample, mixing males and females

within each sex (1,000 runs, P = 0.508 in males and P =
0.083 in females). This suggests that allometric effects
were mainly due do sexual size dimorphism.

The first discriminant function (DF1, 84% of the
total variation) clearly separated the Loos population
from the other two populations (Fig. 4), whereas these
latter papulations were slightly separated by the sec-
ond discriminant function (DF2, 16% of the total vari-
ation). Comparing flies from Loos islands with the
group formed by flies from Magnokhoun and Tou-
guissory, the reclassification scores were 77% for Loos
and 1% for mainland group. Size contribution to the
geographic separation provided by DF1 was not sig-
nificant (Fig. 4; * = 0.001, P > 0.05).

Bilateral differences of centroid size showed dis-
tinct patterns in males and females, varying with ge-
ography. In females, directional and nondirectional
asymnetries were found to be significant for the Loos
population onlv. This suggests that nondirectional
asymmetry on the island was antisymmetry, although
kurtosis could not be detected. In females of the con-
tinental area as well as in males from the three local-
ities, nondirectional (but no directional) asymmetry
was detected, at a slightly higher amount in males
(Table 3), and no kurtosis was detected in the distri-

Table 2, F,, per locus per population

F, ocus/ pop P value (0.05 level)
Locus
L M T L M T
BI104 0.377 0.161 —0.065 0.02 0.05 1.00
Pepll 0.127 0.071 0.137 0.40 0.39 0.32
Pgpl 0109 0064 0333 020 036 004
Gped3.3 0.087 0.353 0125 0.42 0.0042 0.28
Total 0.182 0.159 0.126 0.017 0.013 0.013
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Table 3. Left-right comparisons between the three tsetse
populations

Directional Nondirectional
asymmetry asymmetry
Females
LOOS 34** 20**
Magnokhoun ns 8*
Touguissoury ns 8*
Males
Loos ns 16+*
Magnokhoun ns 16+*
Touguissoury ns 29%*

Values are mean squares (MS) of an ANOVA output with individ-
uals, side and their interaction as effects, and centroid size as depen-
dent variable. ns, not significant (value not shown).**, P < 0.00001;
* P < 0.0010.

bution of signed differences. These results were com-
patible with fluctuating asymmetry in males and in
females, although the nondirectional asymmetry in
the island females suggest antisymmetry as the cause
of their nondirectional asymmetry.

Classification Trees. The Mahalanobis distances
(Dm) derived from shape variation of the wings of the
three populations were significant only when com-
paring the Loos population with Magnokhoun (Dm =
1.82, P = 0.014) or Touguissory (Dm = 2.30, P <
0.001), so that the resulting unweighted pair-group
method with arithmetic average tree produced a pat-
tern isolating the tsetse from the island and grouping
the tsetse from the mangrove localities (Dm = 1.09,
P = 0.450) (Fig. 5, left). The unweighted pair-group
method with arithmetic average tree based on the
Cavalli-Sforza and Edwards chord distances (D_,,) at
microsatellite loci between the three populations gave
similar branching (Fig. 5, right), and significant values
were again found only when comparing the Loos pop-
ulation with populations of the mainland (1,000 per-
mutations, D, = 0.13, P = 0.001 between Loos and
Magnokhoun; D, = 0.140, P = 0.002 between Loos
and Touguissory; and D, = 0.085, P = 0.141 between
Magnokhoun and Touguissory).

0.2
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Discussion

This study was undertaken to explore the popula-
tion structure of G. p. gambiensis, the main tsetse
species found in the very active HAT focus of
Dubreka, Republic of Guinea. We feel that knowing
the genetic structure of a vector population is useful
for understanding an epidemic and will contribute to
arational control operation. Adapted tools are genetic
markers like microsatellite DNA markers (Jarne and
Lagoda 1996), which have proven successful for pop-
ulation studies of many arthropod species, including
insect vectors (Lanzaro et al. 1995, de Meeiis et al.
2002) and tsetse (Solano et al. 1999, Gooding and
Krafsur 2005). In the current study, the use of mor-
phometrics was explored as a complementary, low-
cost tool, to get information on population structure
(Dujardin and Slice 2006). Thus, allele frequencies at
four microsatellite loci, and morphometric features
based on 11 wing landmarks, were compared among
three populations of G. p. gambiensis, one originating
from an island located 5 km from the capital Conakry,
and the two others from the continent in the HAT
focus of Dubreka, these two groups being separated by
~30 km.

The number of traps (six in Loos islands, a total of
23 in the two other localities) and the time during
which they were left (between 2 and 4d) do not allow
comparison of tsetse densities between localities. It
may explain the limited number of individuals of sam-
ple L available for genetic and morphometric com-
parisons. Adapted statistics were used based on non-
parametric tests.

Overall, and within each of the three populations,
F,, values were positive, indicating within population
heterozygote deficiency. We attributed this apparent
heterozygote deficiency mainly to the occurrence of
null alleles, as suspected by the high variance of F,,
values among loci for each population, and as it has
previously been reported in tsetse (S.R., unpublished
data). Thus, we assume that there was random mating
within each population.

0.01

L

Fig. 5. Unweighted pair-group method with arithmetic average tree on genetic distances based on wing morphometry
(on the left, Mahalanobis distance) and on microsatellite DNA loci (on the right, Cavalli-Sforza and Edwards distance) of

the three tsetse populations.
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The F,, value measured among the three popula-
tions was positive and significant, indicating genetic
differentiation among the three populations. Pairwise
Cavalli-Sforza and Edwards chord distances always
distinguished the sample from Loos islands from the
two other samples, whereas this same distance was the
lowest and was not significant when measured be-
tween the two samples from the mangrove. When the
two mainland populations were grouped and com-
pared with the those from the island, F,, value was
nearly 2 times higher (0.057) than the value compar-
ing the three populations (0.032). Taking into account
the high degree of polymorphism of our microsatellite
loci, and using the suggestion of Hedrick (1999, 2005)
for a standardized estimate (F,,. = F,,/F,, ... With
F,i pnax = Fo/ (1 — H,) provided a corrected estimate
0f 0.34. Despite being relatively high, this upper bound
seems far from 1, suggesting that either there are some
migrants (e.g., one effective migrant each four gen-
erations), or there have been migrants in the past, and
the separated populations did not yet reach equilib-
rium. According to mark-recapture experiments on
G. palpalis (Cuisance et al. 1985, Bouyer et al. 2007),
flies should be able to reach a distance of 30 ki if the
populations had been separated by homogeneous riv-
erine forest. But given the geographic location of our
study, it seems unlikely for them to actively disperse
from the islands to the mangrove or vice versa. How-
ever, passive transport by the numerous boats in the
area cannot be ruled out. Our working hypothesis is
that tsetse from the mangrove colonized the Loos
islands probably by passive transport, and probably at
the time when the islands harbored important eco-
nomic activitiés such as the bauxite exploitation, and
the Conakry peninsula harbored natural mangrove
vegetation. The frequency of passive tsetse exchanges
probably dropped with the regression of economic
activities and the degradation of this vegetation. Ac-
cording to that hypothesis, both low migration rates
and small population sizes would have contributed to
the observed genetic differentiation.

Metric properties are under the influence of both
environmental and genetic factors, and as continuous
traits they are among the earliest characters to change
between physically separated populations (Falconer
1981). Environment typically acts primarily on size
(Glasgow 1961) and then on shape, frequently as an
allometric effect of size change (Dujardin and Le Pont
2004). The three populations were not distinct on the
base of size, but they could be discriminated by shape
variation. In our data, although some residual allom-
etry was found due to sexual dimorphism typical of
tsetse species (Sané et al. 2000, de La Rocque et al.
2002), no allometric effect was detected to explain the
shape discrimination between island and mainland
populations. Pure shape differences among conspe-
cific populations are more likely to result from adap-
tive or genetic causes than from environmental effects
(Dujardin and Slice 2006). This interpretation of met-
ric variation was supported by the detection of direc-
tional asymmetry (and possibly antisymmetry) onlyin
the island population, although limited to the females.
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Directional asymmetry is a heritable trait very com-
mon in Diptera (Klingenberg et al. 1998), and the
finding of intraspecific variability in this trait also sug-
gests genetic differences.

Data from microsatellites and from wing geometry
both converged to the idea of a separation of the Loos
island population from the mainland. The level of
separation in terms of number of migrants per gener-
ation seems high, which conforms to the known dis-
persing behavior of the insect. Although occasional
contacts cannot be excluded, our working hypothesis
is that the Loos population of tsetse flies is a com-
pletely isolated population. If true, this situation will
favor control interventions, with the possibility of
eliminating tsetse from this island.
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TITRE: Changements phénotypiqueé du milieu sylvestre au milieu domestique chez les vecteurs de la maladie de Chagas

RESUME: La transmission & I’homme du parasite de la maladie de Chagas, Trypanosoma cruzi, est due principalement 2 I’activité;
de quelques espices de grandes punaises hématophages, les Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Ces quelques espéces sont trés:
répandues et sont importantes dans le maintien de ’endémie car elles vivent en étroite association avec I’homme. C’est leur
anthropisation, qui fait 'essentiel de leur signification épidémiologique, de leur capacité vectorielle. Pourtant, il est d’observation
courante de voir des espéces sylvestres, dont certaines sont peu connues, tenter d’établir des colonies intradomiciliaires. A ce jour,
aucun critre, ni génétique ni environnemental, n’existe pour juger du danger (de domestication) représenté par teile ou telle espece.
Nous avons examiné 'espece qui dans notre pays, la Colombie, est considéré comme une menace potentielle, Rhodnius pallescens.
En Colombie, cette espece reste confiné aux palmiers et semble échouer dans ses tentatives de colonisation domiciliaires. Est-elle
inapte 2 s’adapter? Nous nous sommes intéressés aux paramtres métriques de la plasticité phénotypique déja recensés chez les
vecteurs avérés de la maladie de Chagas: principalement une diminution de taille en milieu domestique. Pour examiner non
seulement la moyenne mais aussi la variance de la taille, nous mettons 2 disposition un logiciel développant des tests non-
paramétriques adaptés. Chez R. pallescens, nous confirmens que la diminution de taille semble typique du passage d’un milieu
stressant, instable, de faible valeur nutritive, & un milieu stable et riche en source de sang, et qu’elle parait systématique, valable
d’une espéce 4 une autre, d’un genre (Rhodnius) 2 un autre (Panstrongylus). Nous mettons en évidence I'importance de I'interaction
entre la densité des populations et la fréquence d’alimentation: c’est cette interaction qui rend compte de la diminution de taille, et
non I'un de ces facteurs pris séparément. Les expérimentations réalisées sur des lignées isofemelles soulignent I'in fluence du
génotype sur la réponse plastique de I'insecte, et suggérent que la domestication pourrait ne pas étre un attribut de I'espéce, mais
plutdt d’un ou de plusieurs génotypes. Ainsi, la domestication serait en fait une affaire de chance, une rencontre entre un génotype,
un milieu et des conditions favorables. Ces dernires sont liées au cofit de la plasticité phénotypique. Les génotypes les plus aptes &
la domestication seraient ceux qui assurent le mieux un équilibre entre les avantages adaptatifs et les cofits de la plasticité en réponse
4 des changements de milieu. Nos modegles de laboratoires nous permettent de suggérer qu’en Colombie, le poulailler est une porte
d’entrée pour R. paliescens en milieu domestique. Dans les villages colombiens, si I’on veut détecter une domestication rampante, le
poulailler doit &tre examiné au méme titre que le domicile. C’est la recommandation que cette thése peut nous amener a faire au
Ministere de la Santé en Colombie, o

TITLE: Phenotypical changes in Triatominae associated with environmental stress

ABSTRACT: Transmission to humans of the parasite inducing Chagas disease, Trypanosoma cruzi, is due mainly to a few species of
hematophagous bugs of Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Although not numerous, these species are widespread and efficient
vectors because of their close association with humans. However, it is relatively common to report also sylvatic, poorly known
species invading human dwellings or peridomestic structures. Most of them seem to fail establishing domestic colonies, but, as far,
neither genetic nor envigonmental criteria exist able to predict the final outcome. We studied the species which is considered as a
potential threat in my country, Colombia. In this region, the species seems confined to palm trees, sporadically intruding human
dwellings but failing to establish durable intradomiciliary colonies. Is it unable to accomplish domestication ?

We examined some aspects of phenotypic plasticity already described in the literature for well known Chagas vectors: mainly their
size reduction in domestic conditions of life. To consider not only the mean size but also its variance, we developed a specialized
software based on non-parametric tests. In R. pallescens, we confirmed that size reduction was typical of the transition from a
stressing, poor and unstable environment to a stable and nutritive one, and that this size reduction was a systematic change, found for
different species, different genera (Panstrongylus, Rhodnius). We highlighted the importance of the interaction between population
density and feeding frequency: it is this interaction which drives the main changes in size, and not any of the factors separately.
Experiences on isofemale lines indicate the influence of the genotype on plastic response, suggesting that ability to domesticate could
be not a species but a genotype specific trait. Thus, domestication would be actually a matter of chance, an encounter between one or
a few genotypes, a given environment and favorable conditions. The latter is linked to the cost represented by the plastic response.
The genotypes able to be domesticated would be the ones enjoying the best balance between adaptive value and cost of their plastic
response to environmental changes. Our laboratory observations suggest that in Colombia, hen houses would be the backdoor for R.*.
pallescens durable access to the domestic environment. In colombian villages, to avoid undetected but true domestication process, 1\
not only human dwellings but also hen houses are prioritary targets to be investigated for the presence of triatomine bugs. Basedon
the data obtained in our thesis, it is the recommandation we feel authorized to address to the Health Ministry of Colombia,
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