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P/Le Doyen PO
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)

Ay
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C’est par Sa volonté que j’ai emprunté ce chemin,

par Sa miséricorde que j’ai ét¢ guidée,
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1. Introduction

Le paludisme est une maladie fébrile causée par des parasites du genre Plasmodium, qui infec-
tent les globules rouges et sont transmis a ’homme par la piqire de moustiques Anopheles
femelles infectés lors de leur repas sanguin. Cette maladie demeure un enjeu majeur de santé
publique, en particulier dans les régions tropicales et subtropicales ou les conditions sont favo-
rables a la prolifération des vecteurs (1). Six principales especes de Plasmodium sont respon-
sables du paludisme chez 'homme : P. falciparum, P. malaria, P. ovale (2), P. vivax, P.

knowlesi (3) et P. cynomolgi (Raja et al., 2020).

Selon le dernier rapport de I’Organisation mondiale de la Santé, le paludisme a touché environ
282 millions de personnes en 2024, entrainant 610 000 déces a I’échelle mondiale. Par rapport
a 2023, cela représente une augmentation de 11 millions de cas, tandis que le nombre de déces
reste relativement stable (6). La région africaine reste la plus affectée, concentrant environ 94 %
des cas mondiaux de paludisme, et 95 % des déces. Les enfants de moins de cinq ans représen-
tent prés de 75 % de ces déces, illustrant la vulnérabilité persistante de cette tranche d’age
(6).Au Mali, le paludisme représente une problématique majeure de santé publique. En 2023,
on estime a environ 3 771 426 de cas confirmés,, dont 1 197 864 cas graves, ainsi que 1 498

déces associés (PNLP-Mali, 2023-2024).

La lutte contre le paludisme repose sur une approche intégrée combinant la lutte antivectorielle,
la chimio prévention et la prise en charge médicale rapide (6). La lutte antivectorielle regroupe
des stratégies physiques, chimiques et biologiques visant a limiter la transmission du parasite
par les moustiques (1). Les méthodes physiques comprennent I’usage de moustiquaires impré-
gnées d’insecticide (MII) (8), la réduction des gites larvaires par le drainage des eaux stagnantes
et I’adoption de vétements protecteurs (9). Sur le plan chimique, la pulvérisation intra-domici-
liaire (PID) d’insecticides, a joué un rdle clé dans 1’éradication temporaire du paludisme dans
certaines régions (10). Enfin, la lutte biologique explore 1’utilisation de bactéries pathogenes
pour les larves, de poissons larvivores et d’agents microbiens pour limiter la prolifération des

vecteurs (11).

En dépit des efforts de lutte, les maladies a transmission vectorielle par les moustiques conti-
nuent de peser lourdement sur la santé humaine (12), notamment la résistance croissante des

vecteurs aux insecticides et celle des parasites aux médicaments antipaludiques (13). Toutefois,
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la lutte antivectorielle demeure un pilier fondamental dans la gestion des maladies transmises
par les moustiques, telles que la dengue et le virus Zika (12). C’est pourquoi des appels ont été
lancés en faveur du développement de nouvelles approches (14), a la fois plus fiables, respec-
tueuses de I’environnement et durables, afin de venir compléter les stratégies existantes (14).
Parmi elles, la modification génétique des moustiques émerge comme une solution prometteuse

pour limiter la transmission des maladies (14).

Les stratégies de lutte génétique contre les moustiques suscitent un intérét croissant dans la
recherche, en raison de leur spécificité vis-a-vis des especes ciblées, de leur efficacité déja dé-
montrée dans la lutte contre les insectes nuisibles en agriculture et de leur caractére non polluant
pour I’environnement (15) . Plusieurs programmes de recherche et de formation visant les
moustiques Aedes et Anopheles tels que OXITEC, Transmission Zero, UCMI, Target Malaria
et ACEME sont actuellement en cours de développement ou de déploiement dans diverses

régions du monde (15).

Au Mali, le Centre de Recherche et de Formation en Entomologie Médicale et Maladies
Infectieuses (IDMERTC) a obtenu, en 2019, une autorisation officielle (arrété N° 2019-
1563/ MEADD-SG du 21 juin 2019) pour importer des ceufs de moustiques génétiquement mo-
difiés depuis le laboratoire de Terni, en Italie. Cette étape marquait une avancée majeure dans

la mise en place de recherches innovantes, sur la lutte contre les vecteurs du paludisme.

Ces ceufs ont été introduits dans un laboratoire de confinement de niveau 2 (ACL2), garantissant
un cadre sécurisé pour 1’expérimentation. Plusieurs études ont été menées sur la souche et le
maintien de la colonie de moustiques génétiquement modifiées a permis de générer des données

sur plusieurs générations.

Dans cette dynamique, la présente étude se propose de caractériser de manicre approfondie les
traits d’histoire de vie d’une colonie des moustiques génétiquement modifiés Ac(DSM)2, cons-
tituant ainsi une étape essentielle pour apprécier leur efficacité en tant qu’outil de lutte durable

contre le paludisme.
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2.  Objectifs

2.1. Objectif général

Caractériser les principaux traits d’histoire de vie de la colonie de moustiques males sté-

riles génétiquement modifiés Ac(DSM)2 en conditions contrdlées de laboratoire au Mali.

2.2. Objectifs spécifiques

e Déterminer la fécondité et la fertilit¢ de la colonie Ac(DSM)2 ;
e Mesurer le temps de développement larvaire ;
e Déterminer le ratio de sexe lors du tri des nymphes ;

e Déterminer le taux d’émergence des adultes.
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3. Généralités sur les moustiques génétiquement modifier

3.1. Moustiques génétiquement modifiés et lutte antivectorielle contre les maladies

Les avancées en matieére de manipulation génétique ouvrent des perspectives majeures pour le
développement et I’optimisation de nouvelles approches de lutte contre les maladies transmises
par des vecteurs (12). En 1982, Drosophila melanogaster a été le premier insecte a faire 1’objet
d’une modification génétique stable, rendue possible grace a I'utilisation d’un élément transpo-
sable (16). Cette technique a permis d'introduire dans la lignée germinale de l'insecte des genes
bénéfiques pour 1'homme, tout en évitant d'altérer négativement l'insecte lui-méme (17). En
1991, cette approche a été reconnue comme une méthode prometteuse dans la lutte contre le
paludisme (18). Elle visait a développer des outils pour la modification stable de la lignée ger-

minale des moustiques anophéles (James et al., 1999).

La premicre modification génétique chez les moustiques a été rapportée en 1998. Les auteurs
avaient utilisé I’¢lément transposable Hermes, issu de la mouche domestique, pour insérer un
gene marqueur de couleur des yeux chez Aedes aegypti. Deux ans plus tard, une transformation
germinale a été réalisée chez Anopheles stephensi, vecteur du paludisme, a 1’aide de 1’¢élément
transposable Minos provenant de Drosophila (19). L’année suivante, la premicre transformation

génétique du principal vecteur africain Anopheles gambiae a été obtenue (20).

L’un des objectifs de cette modification était de créer des moustiques incapables de transmettre
le paludisme et de mener des expériences contrdlées afin de tester les moyens d’introduire un
trait génétique dans la population moustiques sauvage (21). Pour la mise en ceuvre d'une telle
approche, il est essentiel d'évaluer les risques et de mener des études visant a garantir la sécurité
humaine et environnementale (OMS,2023). Il est également crucial de prendre en considération
les implications éthiques, juridiques, et sociales, ainsi que les préoccupations du public (23).
Contrairement aux méthodes classiques de lutte, le contrdle génétique des populations de vec-
teurs s’impose comme une approche particuliecrement prometteuse, car il regroupe diverses
technologies offrant des perspectives variées en maticre d’efficacité et de controle, tout en ayant
en commun leur spécificité vis-a-vis de I’espece cible et leur innocuité pour I’environnement
(24). Les stratégies génétiques de lutte contre les maladies a transmission vectorielle se divisent
en deux grandes catégories (25) :

e Suppression ou réduction de la population :
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Les stratégies de suppression des populations ont pour objectif de perturber les principaux pa-
rametres de croissance, tels que le rapport de sexe ou la valeur adaptative, afin de réduire la
densité des vecteurs (26). Cette approche a permis d’éradiquer avec succes plusieurs especes
d’insectes nuisibles (27). Plusieurs techniques sont utilisées pour la réduction de la population

telles que la technique d’insecte stérile, I’incompatibilité cytoplasmique, etc...

e Remplacement de la population :

Le remplacement de la population, également appelée conversion de la population, consiste a
introduire des changements génétiques dans les moustiques relachés. Ces modifications peu-
vent inclure I'insertion d'un ou plusieurs génes dans le génome ou l'introduction d'un endosym-

bionte maternellement hérité dans le cytoplasme (25).

Suppression de la population Remplacement de la population
&
§ 3
g e
: :
° o
o 5
E =

1
4

v

Libération non innovative

dinsectes généliquement Libération non innovative

i
modifiés dinsectes

génétiquement modifiés

Figure 1. Techniques de la suppression ou le remplacement de populations
(13)

Pour réaliser une modification génétique, il est nécessaire d’utiliser des outils capables de cou-
per I’ADN a des endroits précis tels que les nucléases (28). Parmi celles-ci, on peut citer :

» TALENs (Nucléases effectrices de type activateur de transcription).

» ZFNs (Nucléases a doigt de zinc) ;

» HEG (Géne d'Endonucléase Homing) ;
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» CRISPR Cas est comme des courtes répétitions d’ADN qui sont palindromiques c¢’est a dire
qu’on peut le lire de gauche a droite et de droite a gauche qui sont réguli¢rement espacée et
son regroupé dans le génome. C’est un mécanisme naturel utilisé par les bactéries pour se

défendre contre les infections virales. Cas est une protéine associée au CRISPR.

a. L’ARN « guide » pour localiser le géne spécifique dans le génome qui doit étre modifié ;

Le Cas, une enzyme dont le plus couramment utilisé est le Cas9 qui permet de couper les brins
d’ADN comme une paire de ciseaux et a un endroit précis découverte par Emmanuelle char-

pentier et jennifer Doudna en 2012 (29). (Figure2).

Seéquence cible ARN guide

ADN

NHEJ HDR
——— SEquence a insérer

i Insertion précise

Délétions

Insertions

Figure 2. CRISPR-Cas9

(source: https.//bionum.u-paris.fr/modifier-ladn-par-crispr-une-nouvelle-page-secrit/)

Les approches génétiques de lutte antivectorielle se distinguent également par la dynamique
post-lacher qu’elles induisent :
3.1.1. Approche autolimitative

Cette approche repose sur une persistance limitée dans le temps et 1’espace, nécessitant ainsi
sur 1’¢élevage et la libération réguliere d’un grand nombre de moustiques génétiquement modi-

fiés pour maintenir leur impact sur la population cible (24) d’ou son caractére autolimitatif.
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3.1.1.1. Technique d’insecte stérile

La Technique de I’Insecte Stérile (TIS), ou Sterile Insect Technique (SIT), est une méthode de
lutte biologique autocide visant a réduire les populations d’insectes nuisibles. Développée dans
les années 1950 par les deux entomologistes américains : Raymond C. Bushland et Edward F.
Knipling, elle est aujourd’hui utilisée internationalement pour le contrdle de ravageurs agricoles
et de vecteurs de maladies (30). Le principe général repose sur la libération de males stériles
capables de s’accoupler avec les femelles sauvages, entrainant 1’absence de descendance viable

et, a long terme, une diminution de la population cible.

La stérilité des insectes peut étre induite par irradiation dans le cadre de la technique de I’insecte
stérile (TIS), une approche bien établie et largement appliquée dans le monde pour 1’éradica-
tion, la suppression, le confinement ou la prévention de populations nuisibles ou vectrices
(Grilli et al., 2021; Klassen, 2021). Apres leur relacher, les males stériles s’accouplent avec les
femelles sauvages, n’engendrant aucune descendance viable et entrainant ainsi une réduction
progressive de la population, en particulier chez les espéces peu polyandres (13). Mais cette
approche présente certaines limites, notamment ’affaiblissement potentiel des males et la né-
cessité de doses parfois élevées (30). Ces contraintes ont favoris¢ 1’émergence de nouvelles
techniques visant a accroitre I’efficacité ou a réduire les cofits de la méthode. Parmi ces avan-

cées figurent des approches permettant d’obtenir des males stériles sans compromettre leur vi-

......

Dans le cadre de la lutte contre le paludisme, on peut mentionner la stérilisation des moustiques
males, obtenue par l'activation d'un gene de nucléase I-Ppol (32), une endonucléase de type
HEG (Homing Endonuclease) (figure3) (33-35). Celle-ci cible et détruit une portion du chro-
mosome X dans les spermatozoides ainsi que le chromosome X hérité¢ de la mere chez les em-

bryons (32,34).
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Figure 3: Gene d'Endonucléase Homing source
(33)

Lorsque ces moustiques males s’accouplent avec des femelles fertiles, les ceufs produits n’éclo-

sent pas (figure4) (32,34).

Activation d’'un géne de nucléase I-Ppol,
une endonucléase de type HEG (Homing Endonulease)

Xxq —

j‘%ﬁo X
N |

Cible et détruit une portion Lorsque ces moustiques
du chromosome X dans les x males s’accouplent avec
spermatozoides ainsi aue le des femelles fertiles
chromosome X hérité de la

mere chez les embryons Les ceufs

produits
n'‘éclosent pas

Figure 4. Activation d'un gene de nucléase I-Ppol, une endonucléase de type HEG

Un autre exemple est celui des males sans spermatozoides. Il consiste & modifier par inactiva-
tion un gene de différenciation des cellules germinales . Lorsque ces males modifiés s'accou-
plent avec des femelles, ces derniéres montrent des réponses post-copulatoires normales et de-

viennent réfractaires a toute insémination future (27,36).
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Une autre approche plus évolutive a été développé chez les mouches repose sur une technologie
génétique dominante appelée « stérilisation guidée avec précision » (precision-guided SIT),
repose sur la haute précision du systéme CRISPR pour inactiver simultanément des génes es-
sentiels a la viabilité des femelles et a la fertilité des males. La méthode utilise un schéma de
sélection simple impliquant deux souches homozygotes : I'une exprimant Cas9 et I’autre expri-
mant des ARN double-guides (37). Un seul croisement entre ces deux souches suffit a induire
des knockouts bialléliques dominants, guidés de maniere synchrone sur les geénes cibles tout au

long du développement. (37).

Un autre exemple est 'utilisation du lacher d'insectes porteurs d'une 1étalit¢ dominante (RIDL)
(38). Cette méthode offre une grande flexibilité, car le géne 1étal peut étre programmé pour
s'activer a un moment précis du développement du moustique (33). Il existe deux types de RIDL
: le RIDL bi-sexe et le RIDL spécifique aux femelles, appelé fsRIDL. Dans le cas du RIDL bi-

sexe, toute la progéniture meurt en raison d'une 1étalité transmise héréditairement(33).

3.1.1.2. Facteurs de distorsion de la sex-ratio autosomique

Historiquement, pour obtenir des lignées exclusivement masculines, les scientifiques utilisaient
une souche de sexage génétique reposant sur la résistance a la dieldrine liée au chromosome Y
(39). Un distorsion sexuelle synthétique I-Ppol a été congu pour cibler les chromosomes sexuels
d’Anopheles gambiae, atin d’induire un fort biais contre les spermatozoides porteurs du chro-
mosome X, entrainant ainsi une progéniture composée a 95 % de males . Au cours de la sper-
matogenese, une séquence présente sur le chromosome X mais absente sur le chromosome Y
est ciblée par une endonucléase fragmente le chromosome X, favorisant ainsi les spermato-
zoides porteurs du chromosome Y non affectés, ce qui conduit a la production d'une progéniture

majoritairement masculine (34).

Un mécanisme alternatif, appelé empoisonnement du chromosome X, a été¢ mis au point chez
Drosophila melanogaster. 11 repose sur I’induction de la 1étalit¢ féminine par insuffisance de
dose protéique, résultant de 1’inactivation de genes haplo-insuffisants liés au chromosome X,

tels que le géne codant la protéine ribosomique RpS6 (40).

Une autre stratégie, connue sous le nom d’éditeur 1i¢ au chromosome Y (Y-linked editor, YLE),
consiste a positionner une endonucléase sur le chromosome Y afin de cibler des génes haplo-

insuffisants liés au chromosome X ou impliqués dans la reproduction des femelles (41). Les
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modeles prédictifs indiquent que cette approche présente une invasivité et un impact popula-
tionnel nettement plus élevés que ceux observés avec d’autres stratégies d’autolimitation, prin-
cipalement en raison de la faible pression de sélection exercée contre le transgéne, transmis

uniquement par des males non affectés (41).

Néanmoins, les approches de distorsion du sex-ratio développées jusqu’ici en laboratoire inte-
grent généralement I’endonucléase ciblant le chromosome sexuel dans un locus autosomal. Par
conséquent, seul un descendant sur deux hérite du transgeéne, conformément aux lois mendé-

liennes (42).

3.1.1.3. Technique Insectes Incompatibles TII

Une approche repose sur l'utilisation de micro-organismes symbiotiques tels que Bacillus thu-
ringiensis var. israelisais et Bacillus sphaericus, qui peuvent empécher les moustiques de trans-
mettre un pathogene donné (43). Cette stratégie est considérée comme une stratégie écologi-
quement durable visant a remplacer la population ciblée dans le cadre du controle des maladies
arbovirales. Dans ce cas, les symbiontes qui aident a la transmission du pathogéne sont soit
¢liminés, soit génétiquement modifiés (via le paratransgénése), rendant ainsi l'insecte inca-

pable de transmettre I'agent infectieux.

Wolbachia bloque également la transmission de nombreux agents pathogénes humains chez les
moustiques, y compris Plasmodium et le chikungunya (19,44-47). Dans la lutte contre le pa-
ludisme, 1’application de Wolbachia progresse rapidement grace a la découverte d'infections
naturelles chez Anopheles gambiae et a la création de la premiere trans-infection stable chez
Anopheles stephensi, qui inhibe I’infection par le parasite du paludisme humain Plasmodium

falciparum (45).

Les micro-injections thoraciques de Wolbachia dans Anopheles gambiae ont permis d’obtenir
des infections étendues au sein des tissus somatiques (48). Toutefois, 1’absence d’infection des
cellules germinales a empéché toute transmission verticale (48). En revanche, une lignée stable
d’Anopheles stephensi infectée par la souche wAIlbB issue de Aedes albopictus a pu étre établie
grace a la micro-injection embryonnaire d ‘ooplasme (48). Cette infection confeére a Anopheles
stephensi une protection partielle contre Plasmodium falciparum, se traduisant par une réduc-

tion modeste du nombre d’oocystes mais une diminution marquée du nombre de sporozoites
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présents dans les glandes salivaires (49). Cette stratégie pourrait également étre utilisée pour
réduire et/ou remplacer les populations de moustiques vecteurs du paludisme (49). Parmi les
nombreux exemples d'invasion de Wolbachia, on trouve une réduction de la compétence aux
arbovirus dans les populations indigénes d 'Aedes aegypti du sud-est du Brésil, notamment dans
I'agglomération de Rio de Janeiro (50), et I’envahissement de deux populations naturelles
d’Aedes aegypti en Australie, ou la quasi-fixation a été atteinte en quelques mois apres la libé-

ration de moustiques infectés (figure 6 ) (51).

(A) Transinfection (TI) @Qy %@ () Tl:  Remplacement des vecteurs
200%[ T g
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Figure 5. Technique d’insecte incompatible
Technique Wolbachia (A) transinfection (B) technique insecte incompatible ( C) remplacement

de la population des vecteurs (D) suppression de la population (52)

3.1.1.4. Technique d’insecte incompatible et SIT combinées : Principes et quelques
exemples

La stérilité peut également étre provoquée par la libération de moustiques males infectés par

des souches de Wolbachia, une bactérie endosymbiotique qui infecte naturellement environ 40

% a 60 % des especes d'insectes a travers de nombreuses familles (50,53). Ces souches de

Wolbachia induisent une forme de stérilité appelée incompatibilité cytoplasmique (IC), dans

laquelle les embryons de femelles non infectées fécondés par des males infectés ne parviennent
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pas a se développer (figure5) (50). Les males infectés deviennent donc stériles lorsqu'ils s'ac-
couplent avec des femelles non infectées ou infectées par une souche différente de Wolbachia
(54) mais restent fertiles lorsqu'ils s'accouplent avec des femelles infectées par la méme souche.
La technique de suppression des populations basée sur I’IC est connue sous le nom de technique

des insectes incompatibles (IIT) (12).

3.1.2. Approche autonome ou auto-entretenue

Les technologies autonomes consistent a introduire des modifications génétiques capables de
se maintenir et de se propager rapidement au sein de la population cible a partir d’un lacher
initial restreint , en favorisant leur transmission a la majorité de la descendance (55). Parmi les
mécanismes moléculaires utilisés par les impulsions génétiques naturels pour se propager effi-

cacement au sein des populations figurent :

3.1.2.1. Moteurs méiotiques

Les distorsions chromosomiques méiotiques contournent la loi mendélienne de ségrégation des
alléles en mobilisant divers mécanismes. Parmi ceux-ci figurent la gonotaxie observée chez les
femelles, qui permet a I’élément de se soustraire a 1’¢limination via les globules polaires durant
I’ovogenese et de migrer préférentiellement vers la lignée germinale plutot que vers les tissus
somatiques. Chez les méles, la distorsion repose souvent sur la destruction sélective des ga-
metes, empéchant la formation de gametes fonctionnels ne portant pas le facteur distordeur
(56). Des exemples naturels de distorsions chromosomiques portées par le chromosome Y ont

¢té documentés chez les moustiques Aedes aegypti (57) et Culex pipiens (58).

3.1.2.2. Impulsion génétique basé sur le ciblage

Les systemes d’impulsion génétique fondés sur le ciblage tirent leur inspiration d’éléments gé-
nétiques égoistes naturels tels que les génes d’endonucléases de ciblage (HEG) observés chez
divers organismes unicellulaires. Ces endonucléases reconnaissent et clivent des séquences
d’ADN spécifiques, puis copient leur propre séquence codante sur 1’allele homologue par re-

combinaison homologue (RH), en utilisant I’allele HEG comme matrice (55).

Ce mécanisme, appelé « ciblage », conduit a la conversion du locus portant le HEG d’un état
hétérozygote vers un état homozygote. Cette conversion est irréversible, car I’insertion de la

cassette HEG supprime la séquence de reconnaissance nécessaire a tout nouveau clivage. De

These de Pharmacie Sissoko Madjougou 14



cette maniere, les HEG peuvent se propager dans une population avec une hérédité supra-men-
délienne (55).Des HEG synthétiques peuvent étre congus pour altérer la compétence vectorielle
ou cibler des génes essentiels a la survie ou a la reproduction (55), permettant leur utilisation
dans des stratégies de remplacement ou de suppression de populations. L’idée d’exploiter les
HEG pour controler les populations de vecteurs et de ravageurs remonte au début des années

2000 (55).

Peu apres, une premicre preuve de concept a été établie chez Anopheles gambiae (59) et Dro-
sophila melanogaster (60) grace a I’endonucléase I-Scel, démontrant la faisabilité¢ de ce type

d’impulsion génétique.

3.1.2.3. Impulsions génétiques basés sur CRISPR-Cas

Impulsions génétiques basés sur CRISPR-Cas, destinés au remplacement des populations, ont
été développés chez Anopheles stephensi, vecteur asiatique du paludisme, ainsi que chez Aedes
aegypti (13). Divers genes effecteurs antipaludiques, utilisés comme « cargos », ont démontré
en conditions de laboratoire leur efficacité a réduire la compétence vectorielle des moustiques
pour la transmission du paludisme, constituant ainsi des outils prometteurs pour la modification
des populations (61). Une lignée de impulsion génétique basée sur CRISPR a été établie chez
Anopheles gambiae, présentant des taux de transmission élevés (98 a 100 %), sans impact si-

gnificatif sur le fitness, et avec une incidence réduite de résistance (61)

3.2. Technique impulsion génétique

Connue sous le nom de gene drive ou technique d’impulsion génétique reposent sur des sys-
teémes d’hérédité biaisée qui favorisent la transmission accélérée d’un caractere génétique d’un

parent a sa descendance au cours de la reproduction sexuée.

3.2.1. Impulsion génétique

Elle introduit des séquences 1étales de genes, capables de supprimer ou de réduire rapidement
des populations entieres de moustiques (62). Grace a leur caractére autonome, ces approches
pourraient, en combinaison avec d'autres outils, offrir des solutions durables et économiques

pour lutter contre les populations d’anopheles sur le long terme (63,64).

Theése de Pharmacie Sissoko Madjougou 15



Des études ont montré que des moustiques génétiquement modifiés grace a la technologie d’im-
pulsion génétique pouvaient atteindre une fréquence de transmission de 100 % en 7 a 11 géné-
rations (figure 8), ce qui a permis I’élimination d’une population de 600 moustiques en cage

sans provoquer de résistance (65).

De plus, des essais en cage avec des moustiques portant une impulsion génétique visant un
ratio de sexe de 1:1 ont permis d’atteindre une fréquence d’introduction de transgenes égale ou

supérieure a 80 % en seulement 3 a 4 générations (66).
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Figure 6. Technique de Gene Drive Source

(55)

La stratégie d’impulsion génétique est une méthode extrémement puissante qui permet de pro-
pager des mutations bloquant la reproduction des femelles, entrainant ainsi une réduction ou un

remplacement significative des populations de moustiques (13,67,68).

3.2.2. Anti-Impulsions génétiques

Les défis associés a I’application des systémes d’impulsion génétique en conditions réelles,
ainsi que I’évolution des cadres réglementaires, indiquent que des approches capables de mo-
duler ou d’inverser leur action pourraient constituer des composantes essentielles des stratégies
d’atténuation des risques apres leur dissémination. C’est dans cette optique que les chercheurs
ont développé un systéme d’anti-impulsion basé sur la protéine AcrllA4, afin d’inhiber la pro-

pagation d’une impulsion génétique au sein de populations d’Anopheles gambiae structurées
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par age et soumises a des conditions complexes d’alimentation et de comportement (25). Cette
souche anti-drive a démontré sa capacité a empécher la propagation et méme a provoquer le
déclin, voire dans certains cas 1’élimination du géne drive suppressif Ag (QFS)1 dans des po-
pulations chevauchantes structurées par age, reflétant des comportements et des contextes éco-

logiques plus réalistes et complexes (25).

3.3. Paratransgénése

La paratransgénese se définit comme [’utilisation d’organismes symbiotiques naturellement
présents dans 1’intestin moyen des moustiques, capables de se disséminer rapidement au sein
des populations de vecteurs, afin de produire et délivrer des molécules effectrices ayant une
action antipathogene (69). Lorsque ces moustiques modifiés s'accouplent avec des moustiques
non modifiés, ils transmettent le facteur héréditaire au sein de la population, rendant ainsi les
moustiques incapables de transmettre le pathogéne, sans qu'il soit nécessaire d'éliminer la po-

pulation entiere (70). Trois principales techniques peuvent etre utilisé :

» la destruction directe des parasites,

» lalyse (qui consiste en la désagrégation des parasites tués, permettant leur élimination) (71),
» et la mélanisation, qui encapsule les parasites tués dans une couche dense de mélanine (71).
Ce processus est un mode de clairance observé dans une souche appelée R, qui interrompt to-
talement le développement de certains parasites du paludisme, y compris le parasite simien
Plasmodium (cynomolgi bastianellii), un parasite simien (21).

Parmi les systémes paratransgéniques les mieux caractérisés figurent plusieurs exemples remar-

quables.

On peut citer Rhodococcus rhodnii, génétiquement modifiée pour exprimer la cécropine A et
ainsi perturber le développement de Trypanosoma cruzi chez la punaise triatomine Rhodnius
prolixus, vecteur de la maladie de Chagas (72). D’autres mod¢les incluent Sodalis glossinidius,
symbiote naturel de Glossina spp, vecteur de la trypanosomiase africaine (69). Des avancées
significatives ont également été réalisées chez Anopheles stephensi et Anopheles gambiae, re-
colonisés avec des souches modifiées d’Escherichia coli (52), Pantoea agglomerans (73),

Asaia (74) ou encore Serratia (75). Un avantage de la paratransgénése par rapport aux autres
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stratégies de lutte est que les micro-organismes utilisés sont relativement faciles a isoler, a mo-
difier et a réintroduire dans le vecteur, et qu’ils peuvent étre produits a grande échelle a un cotit

exceptionnellement bas (76).

3.4. Etat de lieux de la mise en ceuvre des approches basées sur les moustiques généti-

quement modifiés dans la lutte anti-vectorielle

3.4.1. Utilisation d’A4edes spp

Afin de lutter contre les maladies telles que la dengue, la fievre jaune et le zika, plusieurs lacher
ont eu lieu. En effet, des Aedes aegypti génétiquement modifiés ont été relachés en pleine nature
en Malaisie entre 2009 et 2010 (77), sur un site au Grand Caiman en 2010 (78), dans la ville
de Piracicaba au Brésil en 2015 (78), au Panama en 2012 (77), et en Floride aux Etats-Unis en
2021. Ces essais ont tous utilisé des moustiques transgéniques Aedes aegypti (OX513A) déve-
loppés par la société Oxitec (Waltz 2021). Des études de faisabilité sur 'utilisation de la tech-
nique des insectes incompatibles (IIT), avec ou sans irradiation, ont ét¢ menées en laboratoire
et sur le terrain pour contrdler les populations de plusieurs especes de moustiques : Aedes

aegypti (79), Anopheles stephensi (49).
3.4.2. Paludisme-Anophele
3.4.2.1. Biologie de Anopheles vecteurs

Le genre Anopheles sont des moustiques appartenant a la famille des Culicide. Plus de 430
especes d’Anopheles ont été recensées dans le monde, dont une quarantaine sont capables de
transmettre le Plasmodium a 1’étre humain (80). En Afrique, le complexe Anopheles gambiae

s.l. regroupe trois vecteurs majeurs du paludisme (81):

» Anopheles gambiae,

» Anopheles coluzzii

» Anopheles arabiensis.

Ces especes, bien que morphologiquement identiques, se différencient par des barrieres repro-

ductives ainsi que par des préférences écologiques spécifiques.
3.4.2.1.1. Morphologie

Les anophe¢les adultes possedent un corps allongé, divisé en trois parties distinctes (80) :
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Téte : Les moustiques possedent deux gros yeux composés, formés de nombreuses ommatidies,
mais pas d’yeux simples « ocelles ». Ils possedent deux antennes composées de 15 articles,

présentant un fort dimorphisme sexuel :

» miales : antennes plumeuses, avec de longues soies, équipées d’organes olfactifs pour dé-
tecter les phéromones et d’organes auditifs sensibles a certaines vibrations.
» femelles : antennes glabres, avec de courtes soies moins denses, portant de nombreux ché-

morécepteurs olfactifs utilisés pour repérer et localiser 1’hote lors du repas sanguin.

Thorax : Le thorax est constitué de plaques chitinisées : dorsales (tergites), ventrales (sternites)
et latérales (pleurites), chacune portant un nom spécifique. Il est également doté de deux paires
de stigmates latéraux pour la respiration, ainsi que de nombreuses soies et écailles, dont la forme
et la disposition servent a 1’identification des espéces. Le thorax supporte une paire d’ailes et

trois paires de pattes (80).

Abdomen : L.’abdomen comporte 10 segments, dont au moins 7 sont bien visibles. Il est recou-
vert d’écailles, dont la disposition varie selon les espéces et sert a leur identification. Les 7
premiers segments sont comparables et constitués de deux plaques chitinisées : dorsale (tergite)
et ventrale (sternite), reliées par une membrane pleurale souple, permettant a ’abdomen de se
distendre lors du repas sanguin et de ’oogenéese. L’intestin moyen et les ovaires se trouvent
dans cette région, les ovaires grossissant fortement au cours du cycle gonotrophique. Les stig-

mates respiratoires s’ouvrent au niveau de la membrane pleurale.

Chez la femelle, le 8e segment est bien visible. Le 9e segment génital, portant le vagin, est
réduit a une petite plaque tergale, suivie de deux cerques dorsaux, sous lesquels s’ouvre le rec-
tum situé sur le 10e segment anal. Une plaque vaginale sépare le vagin du rectum, et le vagin

est fermé par deux levres.

Chez le male, ’extrémité abdominale subit peu apres la naissance une hémirotation de 180°
pendant environ 24 h, modifiant I’organisation des tergites pour la formation des organes géni-

taux males (80).
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Figure 7. Schéma descriptif des Moustiques adultes
(82)

Le moustique male se nourrit exclusivement de substances sucrées, telles que les nectars floraux
et extrafloraux ou les jus sucrés. La femelle, quant a elle, consomme a la fois ces sources su-
crées, qui lui fournissent 1’énergie nécessaire au vol, et du sang humain ou animal, essentiel au
développement de ses ceufs. C’est lors de la prise de sang qu’elle ingere accidentellement les
parasites, assurant ainsi la transmission de la maladie d’une personne infectée a une personne

saine.

3.4.2.1.2. Cycle de vie

Au cours de leur développement, les moustiques du genre Anopheles présentent un cycle de vie
en quatre étapes, réparties en deux phases : une phase aquatique (ceuf, larve, nymphe) et une

phase aérienne (adulte).

Vie aquatique
La phase aquatique, qui implique les stades ceuf, larve et nymphe, dure habituellement entre 5

et 14 jours en fonction de l'espece et de la température.

Theése de Pharmacie Sissoko Madjougou 20



(Eufs : Un a deux jours apres le repas de sang, la femelle pond 50 a 300 ceufs par ponte, pouvant
atteindre 800 a 1000 ceufs au cours de sa vie. Chez les Anopheles, les ceufs sont déposés isolé-
ment sur des eaux stagnantes et sont les seuls a posséder des flotteurs latéraux. Peu résistants a

la sécheresse, ils éclosent en 2 a 3 jours.

Larves : Les larves, qui restent parall¢les a la surface pour respirer, se nourrissent de particules
organiques. Elles passent par quatre stades, atteignant environ 5 mm avant la nymphose. Elles
colonisent une grande diversité d’habitats : eaux douces ou saumatres, rizicres, foss€s, canaux,

marécages, flaques temporaires, etc.

Nymphe : Au quatriéme stade, la larve devient nymphe, un stade intermédiaire non-alimentaire,
en forme de virgule, qui remonte régulierement a la surface pour respirer via ses trompettes

respiratoires.

Vie aérienne

La phase aérienne débute lorsque la nymphe parvient a la surface, ou elle mue pour donner
naissance a I’adulte (imago). La ligne ecdysiale du céphalothorax se rompt, permettant la libé-
ration progressive du thorax, de la téte, des antennes, des ailes, de la trompe, des pattes et de
I’abdomen. L’adulte fraichement émergé reste posé quelques instants sur son exuvie nymphale,
le temps que ses ailes se déploient et que sa cuticule se durcisse, avant de s’envoler (80). L’émer-
gence, qui ne dure que quelques minutes, constitue une €tape critique marquée par une forte

mortalité.
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Figure 8. Différents stades de développement des anopheles au cours de leur cycle biolo-

gique(83)

3.4.2.1.3. Reproduction

La femelle ne copule généralement qu’une seule fois, recevant suffisamment de sperme pour
féconder tous ses lots d’ceufs successifs. La copulation se déroule principalement dans des es-
saims formés par les males au crépuscule et tot le matin, en dehors des habitats, les femelles
étant attirées selon 1’espece. Elle peut également avoir lieu a I’intérieur des habitations hu-
maines. En général, la femelle prend son premier repas sanguin aprés la copulation, bien que
certaines vierges puissent se nourrir de sang avant. Seules les femelles sont vectrices de mala-
dies comme le paludisme, car elles ont besoin d’un repas de sang pour assurer la maturation de

leurs ceufs.

3.4.2.1.4. Cycle de parasite

Chez les moustiques, apres avoir pris un repas de sang infecté, les gamétocytes males et fe-
melles subissent une division qui entraine la formation et la fusion des gameétes dans I'estomac
du moustique connue sous le nom de cycle sporogonique, formant ainsi un zygote (84). Ce
zygote se développe en ookinete, qui traverse 1'épithélium de l'estomac pour atteindre la lame
basale, ou il se transforme en oocyste (85). Au fur et a mesure de sa maturation, I'oocyste libere

des centaines de sporozoites dans I'hémoccele (85). Ces sporozoites migrent ensuite de 1'esto-
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mac vers les glandes salivaires en passant par 'hémolymphe. Une fois dans les glandes sali-
vaires, les sporozoites subissent d'autres modifications avant d'étre injectés dans la circulation
sanguine de I'hdte lors d'un nouveau repas sanguin. Une fois dans les glandes salivaires, les
sporozoites subissent d'autres modifications avant d'étre injectés dans la circulation sanguine
de I'hote lors d'un nouveau repas sanguin (86,87). L'estomac du moustique représente une cible
privilégiée pour perturber le cycle du parasite avant sa transformation en oocystes (88). Les
oocystes croissent, se rompent et libérent des sporozoites, qui se dirigent vers les glandes sali-
vaires du moustique. L'inoculation des sporozoites dans un nouvel hote humain perpétue le

cycle de vie du paludisme.

3.4.2.1.5. Longévité

Elles peuvent vivre jusqu’a un mois, voire plus en conditions contrdlées, mais survivent rare-
ment au-dela de deux semaines dans la nature. Fait notable, une femelle Anopheles colorée

relachée au Mali a été recapturée sept mois plus tard (89).

3.4.2.2. Situation dans le monde

Les mises en ceuvre des approches basées sur les moustiques génétiquement modifiés ont pour
objectif soit de réduire la population de moustiques vecteurs a un niveau tel que la transmission
du pathogene soit grandement diminuée, soit de modifier la population de moustiques locaux
pour limiter leur capacité a transmettre des maladies (25). Ces approches se divisent en méthode
auto-limitatives (24), ou la modification génétique tend a disparaitre progressivement de la po-
pulation, et en méthode autoentretenue (24), ou la modification est congue pour persister et
méme se propager dans la population cible et au-dela. Ces méthodes offrent des avantages en
termes de spécificité et de durabilité des effets, ainsi qu’une adaptabilité aux diverses conditions
de transmission des maladies (13). Parmi les méthodes proposées figure la technique de stérilité
génétique, développée pour les principaux vecteurs du paludisme, tels qu'dn. gambiae en

Afrique (26), An. Stephensi en Inde (19) et An. albimanus en Amérique du Sud (90).

Les méthodes actuelles impliquant 1’utilisation de moustiques génétiquement modifiés incluent

diverses approches :

¢ une nucléase spécifique qui coupe le chromosome X lors de la spermatogenése chez
les moustiques Anopheles gambiae (32), entrainant la production de moustiques sans

spermatozoides (36),
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e un systéme génétique 1étal dominant (Alphey, 2014)

e des peptides d'immunité innée, des peptides artificiels et une signalisation cellulaire
modifi¢e (Wang et al., 2013),

e [interférence ARN (Franz et al., 2006),

e des systémes de transmission génétique « Gene drive » associés aux génes d’endonu-
cléase homing (HEG) pour impulser la modification génétique (Alphey, 2014),

e des ¢léments synthétiques de type Medea, inspirés des éléments égoistes naturels Me-
dea de Tribolium castaneum (Chen et al., 2007),

¢ des approches de modification basées sur la technologie CRISPR (Kyrou et al., 2018;
Smidler et al., 2024).

¢ une souche transgénique a été développée avec un géne codant pour I’activateur de
transcription répressible a la tétracycline (tTA), une protéine dont la forte expression

est nuisible au développement cellulaire (Fu et al., 2010).

En 2019, des lachers de moustiques males stériles Anopheles coluzzii ont été réalisés au Burkina
Faso, représentant un progres notable pour 1'Afrique dans 1’utilisation de techniques génétiques
contre les moustiques (Yao et al., 2022). Il convient de souligner que ces lachers ont été eftec-
tués dans le cadre du renforcement des compétences des €quipes locales et de la recherche, et

non comme une mesure de lutte directe contre le paludisme (Yao et al., 2022).

3.4.2.3. En Afrique

En Afrique, la lutte génétique menées sous forme de recherche par "Target Malaria", un con-
sortium international de recherche a but non lucratif. Ce consortium a pour objectif de codéve-
lopper et de partager des technologies génétiques innovantes, durables et économiques afin de
réduire la transmission du paludisme en utilisant des moustiques génétiquement modifiés (77).
Il réunissait des scientifiques africains basés au Burkina Faso, au Ghana, au Mali et en Ouganda.
Actuellement, Target Malaria est présent au Ghana et en Ouganda (92). Les travaux de "Target
Malaria" ont débuté en 2008 avec le développement d'un moustique male stérile, Anopheles
gambiae, génétiquement modifi€¢ pour produire des males stériles en insérant de ' ADN codant
pour I-Ppol, une endonucléase d’homing (HEG) provenant de la moisissure visqueuse Physa-
rum polycephalum (26). Cette enzyme cible spécifiquement les séquences répétées d' ADNr sur

le chromosome X (32).
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Chez ces moustiques, l'expression de [-Ppol est contrdlée par le promoteur de la béta2-tubuline,
un gene de stérilité, qui est transcrit uniquement dans les testicules des males. L’endonucléase
est transmise par le sperme au zygote, de sorte que les males hétérozygotes porteurs de cette
construction ne produisent aucune descendance viable (24). En juillet 2019, une équipe scien-
tifique de I’Institut de Recherche en Sciences de la Santé du Burkina Faso, en collaboration
avec le consortium Target Malaria, a réalisé a Bana un lacher a petite échelle d’environ 6400
moustiques génétiquement modifiés males stériles Anopheles coluzzii (figurell) (Yao et al.,

2022).

Anophele
gambiae

Ao Bana',
, Burkina
Faso

Figure 9. Lachers des MGM au Burkina Faso (Bana)

https://infogm.org/burkina-faso-le-projet-target-malaria-continue-malgre-les-irregularites

Cette figure 6 montre le lacher des moustiques (anophele) génétiquement modifier au Burkina

Faso dans le cercle de Bana.

Avant ce lacher, plusieurs expériences avaient été conduites avec la souche de laboratoire au

Burkina Faso. Les mémes expérimentations, a l'exception du lacher, ont également été réalisées
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au Mali. Cette phase a permis aux deux pays, ainsi qu’au consortium, d’acquérir de nouvelles
connaissances et de renforcer les capacités opérationnelles des équipes (“Au Burkina, MGM,”
2019). Elle a aussi facilité I'engagement dans un dialogue avec les communautés locales im-
pactées par les activités du projet, ainsi qu'avec les parties prenantes au niveau national et in-

ternational (92).
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4. Matériel et méthodes

4.1. Laboratoire d’étude

L’¢étude s’est déroulée a I’insectarium du laboratoire de transgénique du Centre de formation en
entomologie médicale et des maladies infectieuses (IDMERTC) dans la Faculté de Médecine
d’Odontostomatologie (FMOS) et de la facult¢é de pharmacie (FAPH) a I’Université¢ des
Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB) ayant comme coordonnés

géographiques (12.6685093, -7.9936132).
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Figure 10. Situation géographique du laboratoire transgénique

Le laboratoire transgénique au Mali est un laboratoire de confinement d’arthropodes de niveau
de sécurité 2 (ACL2), I’un des premiers en Afrique dédi¢ a I’¢levage de moustiques génétique-
ment modifiés. Ce laboratoire a été construit grace a un partenariat entre le IDMRTEC anciens
MRTC (Malaria Research and training center) et 'université¢ de Keele au Royaume-Uni, avec

le soutien de la fondation Wellcome Trust, et a été inauguré le 3 aott 2010.

I1 a été renouveler en 2015 et mis a niveau pour répondre aux normes ACL2 dans le cadre d'un
partenariat avec Imperial Collége (Royaume-Uni), a travers un projet intitulé « Target Malaria
». Target Malaria est un consortium de recherche a but non lucratif dédié a la lutte contre le

paludisme.
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Le laboratoire est équipé d'un systeme de double porte qui ne peut pas étre ouvert simultané-
ment, garantissant ainsi I'accés uniquement au personnel autorisé. Le confinement est renforcé
par des rideaux placés au niveau des portes. Des pieges lumineux sont installés dans le labora-
toire, I’insectarium, ainsi que dans les deux petits vestibules (SAS). Lors de 1'ouverture des
portes, des ventilateurs situés dans chaque SAS se mettent automatiquement en marche pour

empécher les moustiques de s'échapper (figure 10).

L'insectarium se compose de plusieurs zones : une petite salle pour le gorgement des mous-
tiques, une autre petite salle pour 1'¢levage des moustiques locaux non modifiés, et une grande
salle pour I'¢levage des moustiques génétiquement modifiés. Les moustiques non modifiés et
modifiés soient maintenus dans des salles séparées, toutes ces zones sont soumises aux mémes
conditions environnementales : photo périodicité de 12 heures de jour et 12 heures de nuit,

température de 27°C + 2°C, et humidité relative de 80 % + 10 %.

$
i
'

Figure 11. Plan du laboratoire transgénique, coupe transversale. Source : laboratoire trans-

génique
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4.2. Type et période d’étude

Il s'agissait d'une é¢tude expérimentale réalisée au laboratoire(ACL2), effectué¢ sur 23 généra-
tions de moustiques retrocroisées avec AC(DSM)2. Elle a ét¢ menée de septembre 2019 a jan-

vier 2021.

4.3. Population d’étude

Notre étude a inclus deux souches d'4nopheles :

a) Anopheles coluzzii de type sauvage (Wild-type) :

Cette souche locale provient de Ouassorola et Sogolombougou, dans le cercle de Kati, région
de Koulikoro. Portant le nom de Ac(WT), la souche a été établie en octobre 2013 et est main-

tenue dans le laboratoire.

b) Souche de moustique transgénique du genre Anopheles coluzzii :

Porteuse d’une modification génétique conférant une stérilit¢ dominante chez les males, cette
souche est désignée sous le nom Ac(DSM)2 « Anopheles coluzzii « Dominant Sterile Males ».
Lalignée Ac(DSM)2 a été développée par introgression en croisant des femelles transgéniques
Anopheles gambiae issues de la souche de laboratoire « G3 » avec des males locaux originaires
du Mali. Cette souche modifiée, nommée Ag(DSM)2 pour « Anopheles gambiae Dominant
Stérile Males », tire son nom du type de moustiques modifiés et du site d’insertion du transgene.
La souche Ag(DSM)2 a été importée depuis le laboratoire Target Malaria situé¢ a Terni, en Italie.
Initialement, cette souche transgénique a été introduite sous forme d’ceufs au laboratoire, apres
obtention d’une autorisation officielle (arrété¢ N°2019 1563/MEADD-SG du 21 juin 2019). La
souche Ac(DSM)2 a été¢ maintenue dans I’insectarium par des rétrocroisements (backcross, BC)
entre les femelles Ac(DSM)2 et les males Ac(WT). Ce processus génére deux types de descen-

dants :

» Des moustiques transgéniques, porteurs du transgeéne et du marqueur fluorescent détectable

DsRed,

» des moustiques non transgéniques, dépourvus du marqueur DsRed.

Theése de Pharmacie Sissoko Madjougou 30



Les moustiques transgéniques, males et femelles possédent le méme transgeéne, mais la stérilité
est spécifiquement exprimée dans les gonades des males, rendant leur sperme non fertile. Ces

moustiques transgéniques se distinguent par :

e une fluorescence rouge (DsRed) visible dans les tissus nerveux, aussi bien chez les males

que chez les femelles ;

e une fluorescence verte (GFP, Green Fluorescent Protein) localisée dans les testicules, uni-

quement chez les males.

Pour chaque génération rétrocroisée, les traits d’histoire de vie ont été suivis régulierement,
depuis la ponte des ceufs jusqu’a I’émergence des adultes, afin d’évaluer les caractéristiques

biologiques des moustiques Ac(DSM)2.
4.4. Déroulement des expériences

Apres I’introgression des femelles Ag(DSM)2, issues de la souche G3, avec des males locaux

Ac(WT) originaires du Mali, une nouvelle lignée Ac(DSM)2 a été obtenue.

Les expériences ont débuté par le tri des nymphes, suivi de la mise en place des différentes
cages expérimentales. La lignée transgénique Ac(DSM)2 a été subdivisée en deux sous-colo-
nies, A et B. De la méme maniere, la colonie de type sauvage Ac(WT) a également été divisée

en deux sous-colonies, A et B.

Pour chaque rétrocroisement, les sous-colonies d’Ac(DSM)2 ont été croisées avec des males
issus de sous-colonies alternatives de type sauvage. Une fois le tri des nymphes effectué, les

pots contenant les nymphes ont été placés dans les différentes cages correspondantes

4.4.1. Etablissement des cages expérimentales

Des cages expérimentales de 30 x 30 x 30 cm ont ét¢ mises en place. Elles consistaient a intro-
duire des nymphes femelles Ac(DSM)2 avec des males Ac(WT), en effectifs variant de 152 a
604 individus par génération, selon un ratio de 1:1 (Figure 12). Pour chaque rétrocroisement,
les sous-colonies d’Ac(DSM)2 ont été croisées avec des males issus de sous-colonies alterna-

tives de type sauvage.
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Figure 12. Cage contenant les femelles Ac(DSM)2 et mdles Ac(WT) retrocroisées

Afin d’assurer le maintien des adultes, un repas sucré composé de 10 % de saccharose et 0,1 %
de méthyl parabéne (méthyl 4-hydroxybenzoate) a été fourni a I’aide d’un tube Falcon® recou-

vert d’un tissu a mailles trés fines (figure 13).

Figure 13. Processus de préparation du jus

Balance(a), sucre(b), methyl4-hydroxybenzoate(c), jus 10%(d), tube falcon recouverte d'un

tissu a maille(e)
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Ce dispositif(e), suspendu dans les cages, permettait aux moustiques de s’alimenter a travers le
tissu. La solution sucrée a été distribuée pendant trois jours avant le gorgement sanguin, afin de

maximiser les chances d’accouplement avant la mise en ponte.

4.4.2. Gorgement

Les moustiques ont été gorgé a I’aide du systéme de gorgement « Hemotek Membrane Feeding
System » (Hemotek Ltd). Cet appareil (A) se compose de six plaques en aluminium, chacune
recouverte d'une membrane de collagéne (Parafilm) remplie environ 2 ml de sang de groupe
O+ maintenu a température constante de 37°C grace a un élément chauffant électrique (fi-

gurel4-15).

A

Figure 14: processus de gorgement

Hemotek membrane feeding(A), disque et parafilm(B), les pipettes (C)
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Figure 15. Gorgement des moustiques

Apres le gorgement, les disques du systéme, contenant le sang, ont été retirés, nettoyés et rincés
a I’eau du robinet. Ils ont ensuite été désinfectés apres 1h de temps dans une solution d’eau
javellisée a 1 %. Enfin, pour éliminer tout résidu de chlore, les disques ont été rincés une se-

conde fois a I’eau du robinet, puis conservés en vue d’une utilisation ultérieure.

4.5. Détermination de la fécondité et la fertilité des femelles AC(DSM)2

4.5.1. Fécondité

La fécondité est le nombre des ceufs pondues par les femelles. Pour chaque repas de sang et

pour chaque cage, des cohortes distinctes d’ceufs ont été collectées.
4.5.1.1. Mise en ponte et collecte des ceufs

Le cycle gonotrophique, correspondant au temps nécessaire a la digestion du sang et a la matu-
ration des ceufs a duré deux jours. Un pondoir a été préparé en utilisant un papier buvard de
types Whatman® humidifié avec de I’eau du robinet, déposé dans une boite de Pétri. Pour preé-
venir un desseéchement rapide, un chiffon imbibé d’eau a été placé sous le papier buvard (figure
16).
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Figure 16. Mise en place du pondoir
Constitution du pondoir (1) et pondoir (2)

Ce pondoir a été introduit dans les cages 48 heures apres le gorgement des femelles pour la
collecte des ceufs. Le jour suivant, a I’aide d’une pince les adultes morts ont été retirés du pon-

doir afin de préparer les ceufs pour le comptage.
4.5.1.2. Comptage des ceufs

Une photographie haute résolution des ceufs déposés sur le papier a été réalisée a I’aide d’un
appareil photo numérique, puis transférée sur un ordinateur. L’image numérique a ensuite été
analysée a I’aide du logiciel Egg-Counter versionl afin d’obtenir le nombre d’ceufs (94) (fi-

gurel?).

Figure 17. Les ceufs des moustiques
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4.5.2. Fertilité

La fertilité est le nombre d’ceufs éclos. Pour chaque cage, des cohortes distinctes d’ceufs ont été

collectées.

4.5.2.1. Lavage des ceufs

Apres la photographie des ceufs, ils ont été transférés sur un papier buvard circulaire placé sur
un systéme de filtration de type Millipore® connecté a une pompe de type Laboport®, modele

N 86 KT.18. Les ceufs ont été désinfectés avec une solution d’eau chlorée a 1 %, comme décris

a ’annexe 3 (figurel8).

Figure 18. Lavage des ceufs avec du javel 1% sources ACEME

4.5.2.2. Conditionnement des ceufs

Apres désinfection, dans un plateau contenant 500 ml d’eau de robinet et dont la bordure était
collée de papier buvard, les ceufs étaient transférés dans un flotteur placé au milieu du plateau

(figurel9).
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Figure 19. Mise en place des ceufs dans les flotteurs apres nettoyage

Les plateaux ont été maintenus pendant 48 heures dans les conditions de I’insectarium pour

I’éclosion des ceufs.
4.5.2.3. Fertilité

Apres I’éclosion des ceufs, une partie du papier buvard a été découpée, un échantillon d’environ
200 coquilles d’ceufs a été inspecté a la loupe binoculaire pour compter les ceufs éclos et les

ceufs non éclos (figure 20).

Figure 20. Inspection a la loupe binoculaire

Loupe binoculaire (1), coquille des ceufs éclos et les ceufs non éclos (2), compteur (3)
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4.6. Détermination du temps de développement larvaire des moustiques Ac(DSM)2 :

Le temps de développement larvaire correspond a I’intervalle entre la date d’éclosion des ceufs

et la date de passage au stade nymphal.

4.6.1. Etablissement des plateaux

Les larves de stade L1 étaient réparties dans différents plateaux, contenant chacun 500 ml d’eau
et 5 ml de nourriture Koi.Food® concentré a 2%. Apres 48 heures, les larves atteignaient le
stade L2 ou 5 ml supplémentaires de nourriture étaient ajoutés. Aux stades L3 et L4, 10 ml de

nourriture était donné de fagcon quotidienne.

4.6.2. Tri des larves

Les larves transgéniques ont été distinguées des non-transgéniques aux stades larvaires L3 et
L4. Pour cela, chaque larve a été placée individuellement dans un puits (format 8 puits) sur une
lame de microscope (référence ER-201B-CE24, diametre 6 mm) (figure21), en utilisant une
quantit¢ minimale d’eau. L’observation a ¢té réalisée a 1’aide d’une loupe (QUO-

41540 H7N6Z9) a fluorescence afin de vérifier la présence ou 1’absence du marqueur DsRed

dans les yeux.

Figure 21. Processus de tri des larves

Photo de la lame a 8 puits et la loupe a fluorescence
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A I’aide d’une pipette Pasteur, les larves exprimant le DsRed (présence de fluorescence rouge
au niveau des yeux) ont été triées des larves ne I’exprimant pas (absence de fluorescence rouge).
Les larves ont ensuite été regroupées selon leur statut (positif ou négatif) dans les plateaux

distincts et étiquetés en conséquence avant le tri des nymphes.

r'rrvvw;—.m 2

Figure 22. Larve génétiquement modifiél et larve non génétiquement modifiée2

4.6.3. Collecte des nymphes

La collecte des nymphes a été réalisé quotidiennement, a partir du premier jour de nymphose

jusqu’a I’obtention de I’ensemble des nymphes (figures 23).

Figure 23. Collecte des nymphes

Le taux de développement moyen a ensuite été calculé pour chaque nymphe, en considérant
I’intervalle compris entre la date d’éclosion des ceufs et la date de collecte de la dernicre
nymphe.
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Pour chaque cohorte, la durée de développement moyenne a été générée pour toutes les
nymphes appartenant a chacune des quatre catégories : femelles positives, males positifs, fe-

melles négatives, males négatifs.
4.7. Rapport de sexe lors de tri des nymphes
4.7.1. Séparation des nymphes

Dés leur apparition, les nymphes issues des cages de rétrocroisement de Ac(DSM)2 ont été
réguliérement examinées afin de déterminer leur sexe au stade nymphal. Les nymphes ont été
collectées et triées par sexe a 1’aide d’une loupe binoculaire. Ce tri a été réalisée individuelle-

ment en observant la partie terminale de I’abdomen (Figure 24).

v

b

Figure 24. Photo des nymphes ; (1) nymphe femelle et (2) nymphe mdle

Une fois triées, les nymphes ont été transférées dans des pots distincts selon leur sexe et leur
statut transgénique : males positifs, femelles positives, males négatifs et femelles négatives (fi-

gure 25).
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Figure 25. Pots de nymphe selon leur sexe et leur statut transgénique

Apres cette étape, les pots de nymphes ont été introduit dans les différentes cages adaptées pour

I’émergence des adultes. Ce processus a été répété jusqu’a la derniére collecte de nymphe.

4.8. Emergence des adultes

A I’issue du sexage, les nymphes ont été réparties en quatre catégories placées dans des pots de
nymphes distinctes et introduit dans différentes cages. Les quatre catégories de cages (femelles
positives, males positifs, males négatifs et femelles négatives) ont été maintenues dans des
cages individuelles séparées, clairement identifiées par des étiquettes. Toute la période d’émer-
gence, une vérification quotidienne des adultes a été effectuée afin de s’assurer qu’aucun indi-

vidu (male ou femelle) ne se trouvait dans une cage inappropriée.

Le taux d’émergence est le rapport entre le nombre de moustiques émergés sur le nombre de

nymphes introduites dans la cage, le tout multiplié par cent.

nombre d’adultes émergés
Taux d’emergence = x 100
nombre total de nymphes
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Figure 26. Image de deux moustiques adultes An. Coluzzii male et femelle

Les femelles positives ont ensuite été retrocroisées avec les males Ac(WT) et ce processus a été

répété jusqu’a 23 génération.
4.9. Analyses statistiques

Les données ont ét¢ enregistrées dans les registres de laboratoire, puis saisies dans Excel 2019

avant d’étre analysées a 1’aide du logiciel JMP, version 15.
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5. Résultats

5.1. Résultats globaux

Pour chaque génération de rétrocroisement, au moins deux cages de Ac(DSM)2 ont été mises
en place, avec un nombre total de nymphes femelles variant entre 152 et 604 par cage jusqu’au

23°Me générations et cela pendant 18 mois.

5.2. Fécondité et fertilité

5.2.1. Fécondité

Le nombre d’ceufs a été enregistré pour chaque cage et pour chaque repas de sang (figure 27).
La fécondité a été estimée en calculant la moyenne du nombre d’ceufs produits par femelle

nymphe et par repas de sang.
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Figure 27. Fécondité et rendement en ceufs par cage pour chaque rétrocroisement

Sur I’ensemble de 1’étude, la fécondité globale variait de 6,4 a 39,7 avec une moyenne de 22,64

ceufs par femelle et par repas de sang (SD = 1,28 ; n = 54).
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5.2.2. Fertilité

0.1

0.1

0.1

0.1

0.0

Taux d'éclosion des oeufs

0.0

0.0
1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Rétrocroisement

Figure 28. Taux d'éclosion moyen des ceufs pour chaque rétrocroisement Barres d'erreur =

Erreur type de moyenne

Le taux global d’éclosion des ceufs s’est révélé relativement éleve, avec une moyenne de 88,39
% (SD = 1,29 %, n = 46). De plus, ce taux est resté relativement stable au fil du temps pour
I’ensemble des générations retrocroisées, a I’exception du quatriéme rétrocroisement, ou une

baisse significative a été observée, avec un taux d’éclosion de 57 % (Figure 28).

5.3. Détermination du temps de développement larvaire

Le taux de développement larvaire a été calculé pour chaque ensemble de données issues du tri
des nymphes provenant des cages de rétrocroisement de Ac(DSM)2. Pour chaque cohorte, la
durée moyenne de développement a été déterminée pour chacune des quatre catégories : fe-
melles positifs, males positifs, femelles négatives et males négatifs ( il s’agit des positifs ou les

négatifs au transgene).

La figure 29 présente le développement moyen des quatre catégories pour chaque rétrocroise-

ment.
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Figure 29. Temps moyen de développement larvaire pour chaque rétrocroisement selon les

différentes catégories de larves

Aucune tendance évolutive n’a été observée au fil du temps, avec une moyenne globale de 8,88
jours (SD = 0,06, n = 184) pour toutes les catégories. Cependant, des variations ont €été consta-
tées entre les rétrocroisements, avec des valeurs extrémes de 7,8 jours (SD = 0,03, n = 2) et

10,38 jours (SD = 0,16, n = 2).

Un mode¢le linéaire généralis¢ (GLM) a effet mixte a été appliqué pour analyser les variations
de durée de développement larvaire. Les effets fixes incluaient le sexe (male ou femelle) et

I’état transgénique (positif ou négatif) (figure 30).
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Figure 30. Moyenne de moindre carré de développement des larves pour toutes les catégories

de larves

Les résultats de I’analyse montrent un effet significatif du sexe (p <0,001) et du transgene (p <
0,001), mais aucune interaction significative entre les deux (p = 0,571). La figure 30 illustre la
durée moyenne estimée de développement larvaire pour les quatre catégories. Les larves trans-
géniques avaient une durée moyenne de développement de 9,1 jours, soit 5 % de plus que les

larves non transgéniques (8,7 jours).
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5.4. Détermination de ratio de sexe lors tri des nymphes

La proportion de males et de femelles a été calculée pour les nymphes issues de chaque repas

de sang et de chaque cage.
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Proportion de nymphes femelles
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e Proportions des femelles Pos Ac(DSM)2  e==== Proportions des femelles Neg Ac(DSM)2

Figure 31. Proportion de femelles lors du tri des nymphes de Ac(DSM)2 pour chaque rétrocroi-

sement

Le pourcentage moyen global de femelles parmi les nymphes Ac(DSM)2 positives était de
50,45 % (SD = 0,8 %, n = 46), tandis que celui des nymphes Ac(DSM)2 négatives était de 50,43
% (SD = 0,71 %, n = 46). De plus, la proportion de femelles est restée stable et conforme a

I’attendu (environ 50 %) pour ’ensemble des rétrocroisements au fil du temps (figure31).

5.5. Détermination du taux d’émergence

Le taux d’émergence a été calculé pour chaque ensemble de données issues du tri nymphal des
cages de rétrocroisement Ac(DSM)2. Pour chaque cohorte, la proportion d’adultes ayant
émergé des nymphes (taux d’émergence) a été déterminée pour les quatre catégories : femelles

positives, males positifs, femelles négatives et males négatifs.
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Figure 32. Evolution du taux d'émergence pour chaque rétrocroisement selon les différentes

catégories de nymphes

Globalement, le taux d’émergence est resté stable tout au long de 1’étude. La figure 32 illustre
le taux d’émergence moyen des quatre catégories pour chaque rétrocroisement, avec une

moyenne globale de 92,51 % (SD = 0,004, n = 184).

Un modele linéaire généralis¢ (GLM) a effet mixte a été appliqué aux données binaires d’éclo-
sion (éclos ou non éclos), en utilisant une transformation logit de la proportion éclose comme
variable. Les effets fixes incluaient le sexe (méale ou femelle) et 1’état transgénique (positif ou

négatif) ( figure33)
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Figure 33. Moyenne des moindres carrés pour les taux d’émergence (logit) des différentes

catégories de nymphes

Les résultats de I’analyse GLM n’ont montré aucun effet significatif de I’interaction entre le
sexe et le statut transgénique (p = 0,257), ni du sexe seul (p = 0,327). Cependant, un effet
significatif du statut transgénique a été observé (p = 0,0426), avec un taux d’émergence légere-
ment supérieur pour les nymphes transgéniques positives (93,3 %) par rapport aux nymphes
négatives (91,8 %). La figure 33 présente la courbe des moindres carrés pour les résultats mo-
délisés (logit de la proportion éclose). On observe que, quel que soit le sexe, les nymphes posi-

tives présentent un taux d’émergence plus €élevé que les nymphes négatives.
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6. Commentaires et discussion

6.1. Fécondité et fertilité

6.1.1. Fécondité

Sur les 23 générations retrocroisées, la fécondité a varié de 6,4 a 39,7 ceufs, avec une moyenne
de 22,64 ceufs pondus par femelle transgénique. Cela suggere que, malgré cette variabilité in-
tergénérationnelle, la fécondité¢ globale des femelles transgéniques est restée relativement
stable. Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par (95) qui ont obtenu dans leur étude
sur I’introgression d’un transgene synthétique de distorsion du sex-ratio chez Anopheles coluz-

zii une fécondité de 22,1.

6.1.2. Fertilité

Durant la période d’étude, le taux d’éclosion était de 88,39% (SD= 1,29 %, n = 46). Ce taux est
resté stable sur les 23 générations de rétrocroisement a exception de la quatrieme génération ou
une baisse allant jusqu’a 57% a été observée. Cette baisse peut étre expliquée par le fait que

seulement un jour a été¢ donné pour 1’éclosion des ceufs au lieu de deux jours habituellement.

Les résultats obtenus dans le cadre de notre étude sont comparables a ceux rapportés par (14)
en Afrique de Sud et ceux de (42) en Italie, qui ont retrouvés respectivement un taux d’éclosion
de 88,1 % et 89,6 % sur une souche fluorescente d'Anopheles arabiensis et une souche

d’Anopheles coluzzii dont le sexe ratio est biaisé.

6.2. Temps de développement larvaire

La durée moyenne globale du développement larvaire, toutes catégories confondues, était de
8,88 jours (SD = 0,06 ; n = 184). Cependant, cette durée variait selon les rétrocroisements,
atteignant une moyenne minimale de 8,5 jours (SD = 0,40 ; n = 8) et une moyenne maximale
de 10,5 jours (SD = 0,64 ; n = 8). Ces variations observées entre les rétrocroisements ont affecté
de maniére similaire toutes les catégories de larves et ont été attribuées aux fluctuations de la

température dans 1’insectarium.

Le temps de développement larvaire a €té analysé afin d’évaluer 1’effet potentiel du transgéne

et du sexe sur la croissance des larves issues des rétrocroisements de la lignée Ac(DSM)2. En
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moyenne, les larves transgéniques présentaient un développement plus long (9,1 jours) que les
non transgéniques (8,7 jours), soit une augmentation d’environ 5 %. Ce retard de développe-
ment chez les transgéniques pourrait étre 1ié a ’effet du transgene, un phénomene qui a été

observé chez d’autres especes, notamment chez Aedes aegypti (96).

De plus, les femelles ont systématiquement montré un développement 1égérement plus long que
les males, ce qui est cohérent avec les observations fréquentes chez de nombreuses espéces
d'insectes, ou les femelles investissent davantage dans leur développement corporel notamment

chez : Aedes albopictus, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus et Anopheles stephensi (97).

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par (Marrelli et al., 2007), qui ont étudié des
moustiques transgéniques réfractaire au parasite du paludisme et n'ont observé aucune diffé-
rence significative dans le temps de développement larvaire entre les moustiques transgéniques
et non transgéniques. Cependant, dans notre étude, une légeére augmentation du temps de déve-
loppement a été observée chez les larves transgéniques, suggérant que 1'effet du transgene peut

varier en fonction de la construction génétique spécifique et de son expression.

Dans I’ensemble, nos données s’intégrent bien dans le cadre des études antérieures montrant
que les modifications génétiquement et les facteurs environnementaux peuvent engendrer des
effets physiologiques subtils mais significatifs, susceptibles d’entrainer des répercussions sur

la compétitivité des insectes en conditions naturelles.

6.3. Détermination de ratio des sexes lors tri des nymphes

La détermination systématique du sexe au stade nymphal, fondée sur I’observation du dimor-
phisme sexuel de la partie caudale, constitue une méthode fiable pour le sexage précoce des
moustiques, comme ’ont également rapporté (98) dans le cadre de travaux similaires sur les
Aedes aegypti génétiquement modifiés. Cette approche standardisée garantit une identification
reproductible et précise des sexes, indispensable pour les études de suivi des lignées transgé-

niques.

Les résultats obtenus montrent que la proportion moyenne de femelles chez les nymphes trans-
géniques Ac(DSM)2 était de 50,45 %, tandis qu’elle était de 50,43 % pour les nymphes non
transgéniques. Cette absence de différence significative indique que 1’introduction de la cons-

truction génétique DSM2 n’a pas altéré le ratio des sexes a ce stade du développement, un
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critére essentiel pour garantir la stabilité et la viabilité des lignées transgéniques dans le cadre

de programmes de lutte génétique (98).

La constance de la proportion de femelles autour de 50 % tout au long des rétrocroisements
suggere que la transmission de la construction transgénique n’affecte ni la survie différentielle
des sexes ni la ségrégation mendélienne attendue a ce stade. Cette stabilité est cohérente avec
les observations précédentes de (99) qui ont montré que certaines insertions transgéniques peu-
vent €tre neutres sur les paramétres démographiques de base, tels que le ratio des sexes, a con-

dition que I'insertion ne cible pas des loci sexuellement différenciés.

6.4. Taux d’émergence

L’analyse du taux d’émergence des nymphes issues des rétrocroisements de la lignée
Ac(DSM)2 a montré une stabilité remarquable au fil du temps, avec une moyenne globale éle-
vée de 92,51 % (SD = 0,004 ; n = 184). Cette constance est un indicateur de la qualité des
conditions d’¢élevage et de la viabilité générale des lignées étudiées. Les données du taux
d’émergence en fonction du sexe et du statut transgénique n’ont révélé que de faibles variations

autour de cette moyenne.

L'application d’un modele linéaire généralisé (GLM) a effets mixtes a permis de tester I’effet
du sexe, du statut transgénique et de leur interaction sur le taux d’émergence. Bien que ni le
sexe (p=0,327) ni I’interaction sexe x statut transgénique (p = 0,257) ne soient apparus comme
significatifs, un effet statistiquement significatif du statut transgénique a néanmoins été détecté
(p=0,0426). Les nymphes transgéniques ont montré un taux d’émergence légérement supérieur
(93,3 %) a celui des nymphes non transgéniques (91,8 %). Ce résultat, bien que modeste, est
contre-intuitif au vu de I’hypothese souvent avancée selon laquelle I’intégration d’un transgéne

peut induire un coiit physiologique (fitness cost).

Cette observation est intéressante au regard de la littérature. En effet, plusieurs études ont sou-
ligné que I’introduction de transgeénes peut entrainer une réduction du taux d’émergence, en
raison de perturbations métaboliques ou de I’insertion dans des régions génomiques sensibles

(99,100).
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7. Conclusion et recommandations

7.1. Conclusion

Cette étude met en évidence I’importance d’une évaluation rigoureuse des traits d’histoire de
vie des moustiques génétiquement modifiés sur une longue durée, allant jusqu’a 23 générations.
Les parametres étudiés notamment la fécondité, la fertilité, le temps de développement larvaire
et le taux d’émergence ont montré une relative stabilité tout au long de I’étude. Ces résultats
constituent un préalable essentiel avant toute application a grande échelle et soulignent la né-
cessité de poursuivre les recherches dans ce domaine.

7.2. Recommandations

A la lumiére des résultats obtenus dans cette étude, nous formulons les recommandations sui-

vantes :

Aux autorités
Encourager et renforcer I’engagement des partenaires techniques et financiers en faveur
de la recherche et du développement de nouvelles stratégies innovantes de lutte antivec-
torielle.

Aux chercheurs
Poursuivre 1’évaluation de ces lignées dans des conditions semi-naturelles et sur plu-
sieurs générations, tout en maintenant des mesures strictes de confinement et une sur-
veillance des parameétres biologiques, afin de garantir la stabilité, la sécurité et la perti-
nence de ces moustiques pour d’éventuelles applications futures dans les programmes
de lutte antivectorielle.

Aux régulateurs
Renforcer le cadre réglementaire et les protocoles de biosécurité
Mettre en place une évaluation a long terme des moustiques modifiés

Limite

Parmi les limites de notre étude, figure I’absence d’une évaluation approfondie de la longévité

des femelles Ac(DSM)2, un parametre clé pour mieux comprendre leur survie.
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9. Annexes

9.1. Protocole de maintien de la colonie de moustiques males stériles

Maintien de la colonie de moustique males stériles génétiquement modifié. Le maintien de la
souche male stérile génétiquement modifié se fait en développement synchrone avec la colonie
locale (Wild-type) par rétrocroisement augmentant ainsi les chances d’accouplement réussi et
la transmission du transgéne présent dans les souches Ac(DSM)2. Au stade 3 et ou 4, les larves
transgéniques sont triées. Pour cela, les larves sont étalées individuellement dans des puits
(8puits) sur une lame de microscope (ER-201B-CE24 6mm), en utilisant le moins d’eau pos-
sible. Elles sont observées sous la loupe a fluorescence en déterminant la présence ou 1’absence
du marqueur DsRed au niveau des yeux. A 1’aide d’une pipette en plastique, les larves portant
le marqueur DsRed positifs (larves ayant la fluorescence rouge au niveau des yeux) sont triées
des DsRed négatives (larves n’ayant pas de fluorescence rouge). Elles sont ensuite regroupées
en fonction de leur statut modifiées ou non modifiées. A 1’apparition des nymphes, elles sont
collectées, puis triées par sexe sous une loupe binoculaire. Elles sont ensuite transférées par lot
dans une boite de Pétri contenant une petite quantité d’eau. Un pinceau a bout fin servira a faire
bouger délicatement chaque nymphe pour regarder la partie terminale de I’abdomen afin d’iden-
tifier le sexe. Pour I’établissement de la cage de maintenance, les nymphes femelles sont croi-

sées avec les nymphes males de la colonie locale (wild type).

9.2. Processus du gorgement des cages pour la détermination de la stérilité sexuelle des
méles Ac(DSM)2

Apres émergence des adultes, a 1’aide d’un appareil de gorgement de type « Hemotek Mem-
brane Feeding System » (Hemotek Ltd), les moustiques 4gés d’au moins trois jours sont gorgeés.
L'appareil d'alimentation est composé de six plaques (6) d'aluminium a laquelle une membrane
de collagene (Parafilm) est fixée et remplie de sang maintenu chaud par un élément chauffant
¢lectrique. Les moustiques sont au préalable mis a jeun pendant quatre (4-8) heures et gorgé
durant 30-60 minutes. A la fin du gorgement, les disques du feeder contenant le sang sont retirés,
nettoyés et lavés a 1’eau de robinet. Les disques sont ensuite trempés dans une solution d’eau
javellisée a 1% pendant 30 minutes afin d’étre désinfecté. Afin d’enlever les résidus de chlore,

les disques sont lavés une seconde fois a I’eau de robinet et gardés pour une prochaine utilisation
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9.3. Lavages des ceufs

Apres le retrait, la photographie des ceufs ils ont ensuite été désinfectés dans une solution d’eau

chlorée a 1 %.

Pour ce faire, un disque de papier filtre (type Wattman®) a été placé au centre du systeme de
filtration, humidifié, puis pressé légerement pour qu’il adhére aux rebords et forme un joint

hermétique.

La pompe a été mise en marche, et les ceufs présents sur le papier filtre du pondoir ont été
doucement lavés afin qu’ils se déposent au centre du papier, évitant leur dispersion. Une fois le
lavage terminé, la pompe a été arrétée et le papier filtre soulevé délicatement pour relacher la

pression.

Ensuite, le creux a été rempli d’une solution chlorée a 1 %. Aprés 30 secondes, la pompe a été
arrétée, le creux rincé avec de 1’eau, puis la pompe a été remise en marche. Cette étape a été
répétée 9 fois. Les ceufs, une fois nettoyés, ont été transférés dans des plateaux distincts conte-
nant chacun 500 ml d’eau du robinet. Ces plateaux ont ét¢ conservés dans I’insectarium pour

évaluer le taux d’éclosion.
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