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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide desoxyribonucleique

An :Anopheles

AR : arabiensis

B : forme Bamako

Bp : Base paire

Bti : Bacillus thurigiensis israelensis
DNTP: Dinotrotriphosphate

F1. premiere génération de moustique
Fig.: figure

GIS: Geographical information system

GA: gambiae

g/ha gramme par hectare

h: heure

J: jour

Km : kilométre

L : longueur § : largeur ;

L1, L2, L3, L3, L4 : stades larvaires (larve de stade 1, 2, 3, et 4)
Moy: moyenne

MRTC: Malaria Research and Training Center
MIl : Moustiquaire imprégnée d’insecticide
Min : minimum

Max : maximum

Tab. : tableau

Mgcl, : chlorure de magnésium

M : forme Mopti



pl: microlitre

UM : micrometre

mM : millimole

N : Nombre

mn : minute

ng/ml : nano gramme par millilitre

OMS: Organisation Mondiale de la Santé
PNLP : Programme National de Lutte contre le Paludisme
PCR : Polymérase chaine réaction

% : Pourcentage

S : forme Savane

s.l: sens large

S.s:sens strict

Taq : Tacus aquaticus

T : temps

UN : Universel

UV : Ultraviolet
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1. Introduction

Le moustique Anopheles gambiaeest I'un des vecteurs majeurs du
paludisme en Afrique sub-saharienne. Dans le mdagmludisme touche
aujourd’hui plus de 100 pays, couvrant environ 4@& la population
mondiale. Chaque année, 300 a 500 millions de dimsques sont
enregistrés dont 90% se produisent en Afrique aillarsenne (OMS, 2005).
Au Mali, 36% des fievres sont d’origine palustreezies enfants de moins
de 10 ans pendant la saison des pluies. Le paledisira premiéere cause de
mortalité et de morbidité avec des taux respecds26.13% et 27.16%
(PNLP-Mali, 2004).

Le complexe An. gambiaeest composé de sept especes, qui ne sont
difféerentiables que par des moyens cytotaxonomiqoeséculaires et ou
bionomiques (Coluzzet al, 2002). Au sein de ce groupkn. gambiae s.a
une plus large distribution dans la région Afrgpicale sauf dans la corne
de I'Afrique et dans la Péninsule Arabique (Coeteeal, 2000).

Au Mali les principaux vecteurs sontAn. gambiae s.kt An. funestus
(Touré, 1979).An. gambiae s.se compose @&n. arabiensiset de trois
formes chromosomiquesAl. gambiae s.dénommeées Bamako, Savane et
Mopti (Touréet al 1989). Faviaet al en 2001, Fanellet al en 2002 ont
reparti ces trois formes chromosomiques en deuxdsrmoléculaires M

(Mopti) et S (Bamako et Savane) par I'amplificataa!’ADN ribosomal.

Les fréquences relatives des formes chromosomiouiesoléculaires @&n
gambiae s.ssubissent des variations saisonnieres significatiawec

eégalement une différence de distributions géogrp&s.



La forme S s’observe essentiellement en saisoriudespet en savane sud-
soudanienne et le long des cours d’eau alors qieri@ae M se rencontre
aussi bien en saison de pluies qu’en saison séghresgue partout dans le
pays (Toureet al, 1994).

En général les anophéles adultes ont une actirégusculaire ou nocturne.
L’accouplement (au cours duquel s’effectue I'insgation de la femelle) se
fait au crépuscule. Les males forment des essagnsslesquels les femelles
sont attirées par des signaux jusque la inconnhakkén et Knols, 1999).
Aprés l'acte sexuel, les femelles vont a la redinerd’'un repas de sang
indispensable a la maturation des ceufs (Nayar @tr8en, 1975 ; Foster,
1995). L'especeAn. gambiage fortement anthropophile (White, 1974 ;
Coluzzi et al 1979) et endophile (Gibson, 1996) pique la ntis@tout
apres minuit (Haddow, 1954). La ponte des ceufsis@énéeralement dans
la soirée, pendant la nuit ou aux premieres heaxest le lever du soleil.
Chahad-Ehlergt al en 2007 ont montré que le pic des pontes se aittre
deux et cing heures apres le coucher du soleil.

Pour une méme quantité de sang prise, les femeBéminées déeveloppent
plus d’ceufs que les non inséminées chezgambiagKlowden et Russel,
2004). Les adultes des deux sexes se nourrissesmtedlement du jus de
nectar (Van Handel, 1984 ; Foster, 1995). La didplité du sucre
augmente la longévité et diminue la fréquence dpas de sang cheAn.
gambiae(Gary et Foster, 2001).

Plusieurs stratégies ont été avancées dans éadatitre ces vecteurs sans
succes majeur. C’est ainsi qu’'en 1998, 'OMS a dafimitiative « Roll
Back Malaria » (faire reculer le paludisme) doninl’des quatre éléments

fondamentaux repose sur la lutte anti vectorielle.



Le contrble des vecteurs est I'une des approchéseas pour diminuer la
transmission du paludisme (Gueghal, 2002 ; Lengeleet al, 2004), mais
cette lutte se heurte a des problémes tels questigance de la résistance
des moustiques aux insecticides (Chamdra, 1999 Brookest al, 2001). Ce
qui peut entrainer une exacerbation de la prévalate la maladie, la
morbidité et la mortalité dans les pays sub sahsrie

Pour atténuer les conséguences de cette résistio®uveaux moyens de
lutte sont de plus en plus envisagés par les charshL’un de ces moyens
est de nos jours la manipulation génétique des lpbpas anopheliennes
(Ito, 2002 ; Moreiraet al, 2002) afin d’obtenir des moustiques réfractames
développement du parasite ou la création de mai@sles puis leur
introduction dans la population sauvage (TabachrzioR3).

Le succes de tels projets dépend en grande paetia donnaissance de
certains parametres comme l'insémination, la féténet la longévité qui
influencent beaucoup la bio écologie des vecteurs.

C’est en cela que s’inscrit la présente étude guirepose de contribuer a la
compréhension de la relation entre I'activité séleuet la longévité de la

forme moléculaire M &n. gambiae s.s



Objectif général :
Evaluer I'impact de l'insémination sur la longéviet la fécondité de la
forme moléculaire M dAn. gambiae s.s.

Objectifs spécifiques :

» Déterminer le rapport entre la taille des femebéda quantité d’ceufs
produits;

» Comparer la longeévité des femelles en fonctionédiime alimentaire ;

» Comparer la longevité des femelles inseminéesla dek femelles non
inseminées ;

» Etablir le rapport entre la longevité et la tajlle

» Comparer la longevité des males vierges a cellenddss ayant subi une

intense activité sexuelle.



2. Généralités

2.1. Le parasite

Le plasmodiumhumainest un protozoaire de la classe des sporozoaires
appartenant au phylum dési-complexa Le plasmodium se développe
pendant une partie de sa vie dans les hématies,sd’lo nom hématozoaire
(Singh et al, 2004). Le cycle biologique dBlasmodiumnécessite deux
hotes, un hoéte définitif invertébré (I'anophéle) et hoéte intermédiaire

vertébré (’lhomme).

2.2. Le vecteur

2.2.1 Classification

Le vecteur du paludisme est un moustique. |l apodrau regne animal, a
'embranchement des arthropodes, classe des issemtdre des dipteres,
nématoceres, famille des Culicidasus-famille des Anophelinae, genre
AnophelegHolstein, 1949

An. gambiaeet An. funestusreprésentent les principaux vecteurs du
paludisme en Afrique Subsaharienne.

An. gambiae s.etAn. arabiensisont les especes vectrices les plus efficaces
(White 1974).

Au Mali, An. gambiae s.ke compose &n. arabiensiset de trois formes
chromosomiques’dn. gambiae s.glénommées Bamako, Savane et Mopti
(Touré, 1979).

La technique de biologie moléculaire (Favia, 206Anello, 2002) identifie
ces trois formes chromosomiques en forme moléeauldir (la forme
chromosomique Mopti : objet de notre étude) et &grupant les formes

chromosomiques Savane et Bamako).



2.2.2 Cycle biologique

Les anophéles femelles pondent les ceufs séparéminsurface de I'eau,
les ceufs éclosent au bout de 24 & 48h (Holste#9 1¥aro, 2006).

Chaque ceuf donne naissance a une larve sans sggpratoire. Pour cette
raison, elle reste parallele a la surface de l'e@ntrairement auXedeset
aux Culexqui restent obliques. Elle grossit de facon disooet en subissant
guatre mues successives (L1, L2, L3, L4). La geate mue se termine par
la nymphose. Le stade nymphal dure en général nu@n8H et aboutit a
I'’émergence du moustique adulte ou imago.

Dés son émergence, l'adulte se repose sur son gupipwant 10 a 24h,
pendant que sa cuticule durcit, que ses ailes gloidat et que I'appareil
génital male subit une hemirotation de 180°, |elagmh fonctionnel.

Les males et femelles s’accouplent, soit en votlpahun essaimage (formé
par les males), soit posé sur un support. Les ns®desouplent plusieurs
fois dans leur vie mais les femelles ne s’accougkmplus souvent qu’une
seule fois (Clements, 1992). Les femelles insénsirc@mservent le sperme
dans une poche, la spermathéquieg.( 2), d'ou elles rélarguent les
spermatozoides lors des pontes successives (Pagie2007).

Le male ne se nourrit que de jus sucrés, fournissalléléments
énergétiques, la femelle, outre I'absorption de gusrés, préléeve du sang
tous les deux a trois jours sur un hote vertéblié. ttouve dans ce repas
sanguin les éléments protéiques nécessaires alopggement des ovocytes.
Au cours du repas de sang elle prélévera jusquadrguois le volume de
son abdomenApres le repas de sang, la femelle se reposeutegauvent
prés du sujet sur lequel elle s’est nourri. Le sabgorbé se concentre,
devient noir et exsude les produits agueux perntlar heures.



Pendant la digestion, les ovocytes grossissentijasggcuper la plus grande
partie de 'abdomen qui parait blanc par transpaaelh est facile de suivre a
I'ceil nu I'évolution de 'abdomen pendant la digestdu sang.

Suivant leur état de réplétioRi@.1), les spécimens sont classés en :

- Femelles a jeun ou non gorgéedemelles tenerales ou femelles agées
n'ayant pas encore pris un repas de sang apregsombe.

- Femelles gorgéesfemelles ayant pris fraichement un repas de sang

- Femelles semi-gravides abdomen a moitié noiratre contenant du sang en
digestion, avec la partie apicale blanche du fait dveloppement des
ovaires.

- Femelles gravides femelles ayant déeveloppé des ceufs conservés encore

dans I'abdomen.
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Une fois a maturité, 'ovocyte est pondu ; c’estcaurs de la ponte, lors de
son passage dans l'oviducte qu’il est fécondé ear dpermatozoides
conservés dans la spermathéque et devient un denfi¢@ts, 1992).

S. B.

\

Figure (2) : image d’'une spermatheque (Tripet, 2001

Apreés la ponte, 'anophéle part a la rechercha douveau repas sanguin.
Le cycle biologique qui débute par la piqlre d'wntgbré se poursuit par la
digestion du sang et la maturation des ovocytes, par la recherche d’un
site d’oviposition et enfin la recherche d'un nouvete est dit cycle
gonotrophiquéClements, 1992

Dans les régions tropicales et subtropicales, odeayure 48 a 72 heures
selon les especes en fonction de la températures [2a zones tempérées et
froides, il peut durer plus d'une semaine.

La dispersion moyenne des anophéles adultes emaviel de 10 a 14 Km

par nuit (Kaufman et Briegel, 2004).



2.2.3 Morphologie
Le développement des anopheles comprend quatresstatbis premiers
stades aquatiques (pré-imaginaux) comprenant I'@ugrve et la nymphe

et un quatrieme stade aérien correspondant a lbmag

- L'ceuf

Il mesure environ 0.5 mm de long et est muni dddios latéraux remplis
d’air. Sa forme évoque celle d'un cylindre incuaté extrémités.

L'ceuf comprend de l'intérieur vers 'extérieur efhbryon, la membrane
vitelline pellucide, un endo-chorion épais, un ekorion plus ou moins
pigmenté et ornementé (Moneedtal 1998).

- La larve

Elle est aquatique et mesure environ 1 mm de longremier stade et 5 mm
au quatrieme che&nopheles gambiad.a larve comprend trois parties : la
téte, le thorax et 'abdomen.

. La téte

Elle comporte les yeux, les antennes et les piboesales entourant la
bouche ventrale. Un cou membraneux sépare la tétkadax. La larve des
anopheles se nourrit en filtrant les débris orgagsget les micro-organismes
de l'eau. Elle grossit de fagon discontinue en ssdnt quatre mues
successives. Au cours de chague mue, elle serdébarde sa cuticule, ou
exuvie, et secrete une nouvelle cuticule plus amptpi lui permet
d’augmenter de volume et de taille.

. Le thorax

Le thorax est formé de trois segments non indafidés.



.L’abdomen

L’abdomen de forme cylindrique se compose de neafgnents, les sept
premiers portent des plagues dorsales sclérifiéedes soies palmées
caractéristiques des anophéles. Les larves dedelewpe tiennent de fagon
paralléle a la surface de I'eau avec leur facealergers le haut.es deux
orifices respiratoires (stigmates) sont localisédes huitieme segment.

Leur respiration est aérienne. L’'absence de siplegpiratoire différencie
les anopheke des autres moustiques. Le dernier segment poareud’
(Holstein, 1949).

- La nymphe

La nymphe se présentant sous forme de virguleeopuhe ne se nourrit
pas. Les organes propres au stade larvaire (appaiaal filtreur-broyeur,
systeme digestif de détritophage-filtreur) sont plEroés par ceux propres a
I'adulte qui étaient présents a I'état d’ébauchassdlia larve (ailes, pattes,
appareil buccal piqueur-suceur, systéeme digestithémfatophage)
apparaissent. Son corps est composé de deux parties

. Le céphalothorax qui porte deux trompettes iragpres traversant la
surface de l'eau, ces trompettes assurent la etgpir aérienne de la
nymphe.

. L’abdomen comprend huit segments bien visibles,contraction de
'abdomen coordonne les mouvements saccadés deynghe. De la
nymphe émerge un adulte, male ou femelle au bouR4te en général
(Holstein, 1949)

-L’adulte ou imago

Il comprend trois parties bien distinctes : la t&dhorax et 'abdomen.



. La téte: comporte deux gros yeux, une paire d’antenne dezquarticles a
soies nombreuses et longues chez le male, racesiges chez la femelle et
la trompe ou proboscis représente les pieces gcal

Le thorax: est formé de trois segments (prothorax, meésothorax,
métathorax) qui porte chacun une paire de patte. |ISusecond et le
troisieme segment s’incerent respectivement unee ghailes et une paire
d’alteres ou balanciers.
. L’abdomen : est formé de dix segments, dont sept sont bieibless
Chaque segment est constitué d'une plaque chignelagssale et d'une
plaque ventrale reliée par une membrane. Lesdensiers segments portent
'anus et les appendices génitaux ou génitaliasngémble trompe-téte-
thorax-abdomen est dans le méme alignement. Ausrepb alignement
détermine par rapport au support un angle aigwtarstigue des anopheles
(Holstein, 1949

2.3 Lutte contre les vecteurs du paludisme
Il existe deux principales méthodes : le contr@evdire, le controle des

moustiques adultes

2.3.1 Lutte anti-larvaire

Le contrble larvaire ne peut étre efficace queesi dites sont limités en
nombre, facilement identifiables, accessibles aitdbles. Il est plus
utile dans les zones a population humaine dense @ de gites ; dans les
climats arides; pendant les périodes de sécherdass les zones
endémiques quand les gites sont bien délimitémigét traitables ; dans les
camps de réfugiés, dans les zones a risque de igakidet a faible
pluviométrie (OMS, 2003).



A. La lutte physique

C’est une modification intentionnelle du biotopsaiit a faire disparaitre ou
réduire par des moyens physiques les nappes d'easudace dans
lesquelles les moustiques se développent. On giisgin

. le drainage

Il consiste a faire évacuer les eaux du giteidd’d’'un drain vers un milieu
naturel. Le drainage a l'avantage d'évacuer rapatgmles eaux et
d’entrainer les ceufs et les larves vers des milidafavorables a leur
développement ou leur destruction rapide est assure

. la mise en boite des eaux

Elle consiste a concentrer les eaux dans les témschet par conséquent
réduire la superficie du gite a empoisonner. Qetéhode est utilisée dans
le cas de gites importants situés loin d’'un réaepiaturel.

. le comblement

Il consiste a éliminer les gites de petite supexfiet de profondeur moyenne
a I'aide de matériaux (pierres débris de consioalti

. le boisement

Il s’agit de la plantation d’arbres, Eucalyptus @utres végétations
hydrophiles dans les sols humides regroupant plisigsurgences d’eau a
faible débit bttp://lozere.org/perso/malaria/LUTTE-ANTILARVAIRELM).



B. Lutte biologique

. Poissons larvivores

Les poissons larvivores se nourrissent des larnesnmbustiques. Les
principales espéeces sont :

> Gambusia affinigst plus efficace dans les eaux claires

> Poecilia reticulata est utilisé avec succes dans les eaux polluées de
matieres organiques. Cette espece supporte defrmiomes €levées que
Gambusiaet convient mieux donc dans les rizieres des phgads (OMS,
2003).

. Bactéries Larvicides

Elles produisent des toxines qui tuent les larny@gsaingestion. La bactérie
Bacillus thurigiensis israelensi®ti) est plus efficace dans I'eau propre, ne
représente aucun danger pour les autres inseadssops, hommes et
animaux supeérieurs aux doses normales et suivdatrtaulation employée,
son désavantage est que sa densité I'entrainendudio gite alors que les
larves d’anophéles se nourrissent en surface.

Bacillus sphaericuproduit une toxine dont les effets sont semblaaleslui

du Bti mais plus efficace dans les eaux pollué@d$02003).

C. La lutte chimique

Elle consiste a utiliser des corps chimiques gentdes larves et les pupes
de moustiques. Leur usage se fait sur des giteail@s qui ne peuvent étre
drainés ou comblés ou lorsque les autres méthatkesontrole s’averent

trop onéreuses ou impossibles. Il existe plusiesoges de larvicides

chimiques :



. Le pétrole et ses dérivés

Sont utilisés pour les eaux stagnantes improprd'ariggation ou a la
consommation par les animaux. lls forment un filnadurface de I'eau,
empéchant les larves de respirer.

. Les insecticides chimiques courants

Les organophosphorés en dépit des niveaux deadsesien augmentation
dans certaines régions sont les plus utilisés.

Le Temephos (56-112 g/ha) du fait de sa faiblecit&sur les mammiféres a
été le larvicide le plus utilisé dans le mondepdlt étre utilisé dans I'eau
d’irrigation des récoltes alimentaires, pour leté@ment des eaux de boisson
mais il est toxique pour les poissons.

Le Fenathion (22-112 g/ha) peut étre utilisé a dmrd de ne pas
contaminer I'eau de boisson et les aliments (OMB32

. Régulateurs de croissance des insectes

Ce sont des composés chimiques hautement toxigows les larves de
moustiques dont ils empéchent le développementleitea. Leur colt élevée
limite leur usage. Ces produits sont le Diflubeornu(25-100 g/ha), le
Methoprene (20-40 g/ha) et le Pyriproxyfen (5-1@ag/(OMS, 2003).

2.3.2 Lutte contre les adultes

- Pulvérisations intradomiciliares

Les pulvérisations intra domiciliaires d’insedties restent une option
valable pour le contréle du paludisme. L’'applicatmntinue d’insecticides
a grandes échelles n’est pas pérennisable a causeutl de la résistance
acquise par le vecteur et des risques pour I'enaigment.

Ces pulvérisations ne peuvent étre employées sau@es que lorsque :

» la majorité des vecteurs est endophile ;



» la population vectrice est sensible aux insectgieisis ;
» une fraction importante des maisons ou des stregtsituees dans les
aires opérationnelles offre des surfaces pulMéliesaOMS, 2003).

- Moustiquaires et autres supports traités par inseticides
Dans de nombreux pays la mise en ceuvre des progagienmoustiquaires
imprégnés (Mll), fait partie d'une approche intégréle contréle du
paludisme. Toutefois, leur mise en place néceasitle adaptation aux
conditions locales.
En tant que matériel de prévention et de contrdle paludisme, le
programme des (MIl) se fixe sur certains princigedase :

» protection personnelle dans les groupes a hauteisq

» contrble de la transmission avec pour cible unevedure élevéee
Les moustiquaires traitées aux pyrethrinoides, usseale leur effet excito-
répulsif sur la plupart des especes vectrices,egenit plus que les
moustiquaires non traitées.
Les rideaux, les hamacs traités avec les inseetigigrethrinoides réduisent
le contact homme vecteur (OMS, 2003).
- Amélioration de I’habitat humain
Elle permet d’empécher I'entrée des moustiquegwt lepos a l'intérieur.
La protection par des moustiquaires aux fenétresagancees des toits, aux
portes est une méthode efficace si elle est bige & entretenue. Les
implantations de nouvelles habitations doivent éplanifiées (plan,
matériaux de construction, localisation par rappauix gites) pour prévenir
le paludisme (OMS, 2003).



- Répulsifs

Les répulsifs existent sous forme de créme, derdotu d’aérosol, qui
peuvent étre appliqués directement sur la peawoles vétements. L'usage
des répulsifs est une mesure de protection indelielu

- Spirales anti-moustiques

Les spirales sont tres populaires et largemensésil Les spirales brdlent
lentement et régulierement pendant 6-8 heurestalibd’insecticide dans
I'air qui tue ou éloigne les moustiques a distance.

- Vétements protecteurs

L'utilisation de certains vétements couvrant laspgirande partie du corps
fournit un certain niveau de protection personnelthatre les piglres de
moustiques (OMS, 2003).

- La lutte génétique

Elle est basée sur la manipulation du patrimoingétigue des moustiques
afin d’obtenir des individus transgéniques qui pxi\etre soit stériles, soit
réfractaires aux parasites (Fontenille, 2005).



3. Matériels et Méthodes

3.1. Lieu de capture des anophelesBancoumana

République du Mali Légende
Site d'étude @ Capitales régionales

A Bancoumana
— Cours d'eau

eKidal

0 150 300

Kilométres

SOuUrCe Africa Data sampler (ADS), World Resources inséifut

Figure 3: Carte du Mali indiquant le site de capture desstiques.

La collecte des anophéles a eu lieu au village agcBumana. Il est situe a
60 km au Sud-ouest de Bamako°2@Blongitude Ouest et a D latitude
Nord en bordure de la plaine de la haute valléeNajer (Djoliba) voir

Fig.3. Il couvre une superficie de 2,5 km



Il est limité au Nord-est par les villages de ko#it Bally, au Nord par le
village de Sibi, au Nord-ouest par le village den8ko, au Sud-ouest par le
village de Nanguilabougou et au Sud-est par leséeiger.

3.2 Période et type d’étude
L’'étude s’est deroulée de Janvier 2007 a Septe@@d&. C’est une étude
experimentale conduite en condition de laborat@rd’insectarium du

Malaria Research and Training Center (MRTC).

3.3 Déroulement de I'expérience

3.3.1 Collecte des anophéles

Les femelles gorgées, semi gravides et gravit®s. gambiae s.bnt éte
capturées dans les habitations humaines de 8h-l@kde&d’aspirateur a
bouche (Coluzzi et Petrarca, 1973), puis transpa@ténsectarium
(température 27°C, humidité relative 70%- 80%, plpetriodicité 12 heures
sur 12heures) du MRTC a Bamako. Les moustiquesténnaintenus

pendant 2 jours avant leur mise en ponte individuel

3.3.2 Mise en ponte individuelle

Chaque femelle gravide a été placée a l'intériéum tube Falcon de 50 ml
dont le fond était garni par un papier buvard péag moitié dans de I'eau
distillée, et I'ouverture recouverte par une tufleustiquaire. Ces tubes ont
eété ensuite rangés sur un portoir puis placés diarsectarium pour

oviposition.



3.3.3 Conditionnement des ceufs et des femelles sages

Aprés 24h a 48h les femelles ayant pondu ont étgparées puis conservees
dans des tubes eppendorf de 0.5 ml numérotés eoritda I'éthanol a 80%.
Une patte de chaque moustique a été prélevée pourdsntification en
formes moléculaires et / ou espéece (Faredilal, 2002).

Les ceufs de chaque ponte ont été conditionnésutapkateau NALGENE
(L = 30cm, | = 25cm, hauteur = 6¢cm) contenant 50@'eau distillée. Des
flotteurs ont été utilisés pour éviter la dispemsites ceufs et leur accolement
aux bordures. Chaque plateau portait le méme numpeeole tube ayant

servi a I'ovipositionnement de la femelle sauvage.

3.3.4. Elevage des larvest Collecte des nymphes

Toutes les larves de forme moléculaire M issuespoeses dont le résultat
d’identification de la femelle sauvage a été condiy ont été élevées dans les
plateaux. Chaque plateau recevait le méme nombrardes et la méme
quantité de nourriture. Ces larves ont été ainsvéds dans les mémes
conditions jusqu'au stade nymphal. Les nymphes ét& collectées
quotidiennement dans un pot, Puis placé a l'intérige nouvelles cages

moyenne®n vue de leur émergence.

3.3.5 Adultes

Les males et femelles de chague émergence oné@déés avant 24h de vie
aérienne pour éviter tout accouplement. Ces mawesignt été gardés dans
des cages moyennes et nourris avec du jus suéte a 5

Les adultes de deux a trois jours d’age ont étésihde fagon aléatoire pour

constituer les différents groupes de traitement.



3.3.6 Procédure d’expérimentation
3.3.6.1 Premiére expérimentation : Traitement desimelles

Cette expérience avait pour but de comprendrdu@mice de I'insémination

sur la fécondité et la longévité.
» Femelles vierges

La virginité des femelles a été confirmée en disaég10 a 20 femelles de

chaque cage d’émergence.

- Sous groupe 1300 femelles reparties entre 3 cages moyennesson de

100 moustiques par cage recevaient uniguemenisdsucre 5%.

- Sous groupe 2400 femelles reparties entre 4 cages moyennessanra
de 100 moustiques par cage recevaient en plussdsupré a 5% un repas de
sang fourni pendant deux jours consécutifs durantpiemier cycle

gonotrophique et tous les 4 a 5 jours pour lesaudycles.
» Femelles en contact avec les males

Ces femelles ont passé deux nuits consécutivesciegemales. Elles étaient
reparties en deux sous groupes :

- Sous groupe I 400 femelles reparties entre 4 cages moyenneaism
de 100 moustiques par cage ont été nourris uniquiesgus sucré a 5%.
-Sous groupe 2 400 femelles reparties entre 4 cages moyennessan de
100 moustiques par cage ont subi le méme traitergeat les femelles

vierges du sous groupe 2.

3.3.6.2 Deuxieme expérimentation : Traitement des d@tes et des femelles

Le but de cette seconde expérience était de mdaumrgevité des males

guand ils sont soumis a une intense activité sexuel



» Males vierges

Ces males, dés leur séparation avant 24h n’ontigaété en contact avec les
femelles. Il y avait au total 8 cages contenanteha 100 moustiques.

» Males non viergest les trois groupes de femelle
Il y avait 4 cages de males. Ces males étaientiscuome activité sexuelle
durant six nuits consécutives, a l'issue desgsiéttiis groupes de femelles
ont été constitués. Chaque groupe a passeé dewsxaveait les males avant
d’étre retiré puis remplaceé par un autre group@si de suite jusqu’au
troisieme groupe de femelles.
Dans cette expérience les males aussi bien gdenesdles étaient nourris

uniquement avec du jus sucré a 5%.

3.3.7 Mesure de la longévité

La longévité de chaque moustique a été mesuréeraptant le nombre de
jours qui sépare la date d’émergence de 'imago aart.

Les moustiques morts ont été collectés entre 8tudmatin tous les jours du
début jusqu'a la fin des expériences. Les males @1t conserves
individuellement dans des tubes eppendoff 0.5mitasant de I'éthanol

80% et les femelles faisaient I'objet de dissecpogalable pour évaluer leur
état d'insémination avant d’étre conservées conesnariales. La dissection
consistait a enlever la spermathéque a l'aide dloope binoculaire et de

faire la lecture au microscope pour savoir si @it inséminée ou pas.



3.3.8 Mesure de la fécondité

20 a 25 femelles ont été disséquées par cage @guzgepas de sang et cela
trois jours aprés la derniére prise de sarigdicle gonotrophique). Cette
dissection a été faite sous une loupe binoculaig plénombrer les ceufs

développés.

3.3.9 Mesure de la taille des ailes

Conventionnellement, les entomologistes admetteat g taille d'un insecte
correspond a la dimension de son aile. Sur cetie laataille des moustiques
a eté déeterminée en mesurant une de leurs ailés. i@esure a éte faite sous
une loupe binoculaire dont I'un des oculaires étaiini d'une regle
millimétrée. Les ailes étaient d’abord bien étakd@ss le sens horizontal sur
une lame porte objet puis recouvertes d’'une lanfeliee a l'aide d’'une
goutte de vernis incolore. Les repéeres de mesurétérles mémes utilisés
par Briegel, 1990 ; Jahan et Hurd 1997; Yat@l. 2006b. Il s'agissait de
mesurer la distance séparant le point ALULA (crauxniveau du bout de
I'aile rattachée au thorax) du bout inférieur del€ (vers 'abdomen). Pour

cette mesure certains males et femelles ont ét@dihasard.

3.4 Identification des moustiques par PCRAnnexg
La technique de Fanellet al, 2002 qui permet d’identifier 'espece et la

forme moléculaire dAn. gambiaes.s en méme temps a éte utilisée.

3.5 Saisie et analyse des données
Les données initialement reportées sur des feulkgzaillasse ont été saisies

dans le logiciel Microsoft Excel puis analysée&walé de SPSS 12.0.



4. Résultats

4.1. Premiere expérimentation : Etude de la féconté et de la longévité
des femelles.

4.1.1 Evaluation de lI'insémination

Tableau I Taux d’insémination des femelles dans les diff@gmhges.

o Nombre Nombre spermes  Taux d'insémination
N'Cages  jisseque ositifs (%)
q P
1 110 70 63,63
2 92 50 54,34
3 86 47 54,65
4 107 63 58,87
5 113 59 52,21
6 93 41 44,08
7 96 54 56,25
Moy. / Total 697 384 55,09

Les taux d’'insémination dans les différentes cages/arié entre 44,08% et
63,63%. Il n’y avait pas de variation significatieetre les cages. (P= 0,181 ;
X?= 8,877). Plus de la moitié (55,09% ; N= 384) dandlles mises avec les

males ont été inseminées.



4.1.2 Etude de la fécondité

4.1.2.1 Effet de I'insémination sur la fécondité

55%

60%

50%

40%-

Pourcentage de femelle

Femelles Femelles vierges
inseminées (N=67) (N=135)

Figure 4: Pourcentage de femelles ayant développé desaéfs deux
repas de sang.

Sur un total de 202 femelles disséquées& jdur aprés le premier repas
sanguin, 64 ont développé des ceufs. Le pourced@ademelles inséminées
ayant développé des ceufs (55% ; N= 67) était faege supérieur a celui
des femelles vierges (23% ; N= 135) : %£)0,869 ; P< 0,0001).



Tableau 2 Comparaison du nombre moyen d’ceufs développés gsar |

femelles inséminées et les femelles vierges dandifférentes cages.

Femelles inseminées Femelles vierges

N° Cages Oeufs N N° Cages Oeufs N
1 90,08 13 5 68,00 9
2 73,27 11 6 69,17 6
3 107,43 7 7 64,25 4
4 65,33 6 8 62,00 2
Moy./ Total 84,35 37 Moy./Total 67,05 21

NB : Moy. : Moyenne N : nombre de femelle

Le nombre moyen d’ceufs développé par les femetissnminées dans les
différentes cages variait de 65,33 a 107,43. Giueloppé par les femelles
vierges a varié de 62,00 a 69,17. La différenceait’'gpas statistiguement
significative entre le nombre moyen d’'ceufs dévedsppar les femelles
inséminées (nombre moyen ceufs= 84,35) et celuifeexlles vierges
(nombre moyen ceufs= 67,05), (P=0,054 ; F= 3,884 1).



4.1.2.2 Effet de la taille de la femelle sur la féadité
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Figure 5: Corrélation entre le nombre d’'ceufs développéka dhille des

femelles.

L'analyse de cette figure montre que la plupad f@enelles (inseminées et
vierges) ayant développé beaucoup d'ceufs avait alles qui étaient

comprises entre 3 et 3,4 mm. Le plus grand nomioeiig était développée
par les femelles de grandes taille. Montrant aqme la quantité d’oeufs

développés était proportionnelle a la taille deetaelle (R= 0,109).



4.1.3 Etude de la longévité
4.1.3.1 Effet du régime alimentaire sur la longéwt
Tableau 3 Comparaison de la durée de vie moyenne des fesnell

inséminées a celle des femelles non inséminéesokctidn du régime

alimentaire
Sucre Sucre +sang
Nombre Nombre
Femelles moyen moyen de
dejours Min Max N jours Min Max N
Non

Inséminées 17,26 6 43 337 20,22 7 48 272
Inséminées 18,00 7 26 191 21,69 6 48 139

Moy./Total 17,53 6 43 528 20,71 6 48 411

Il ressort de ce tableau que les femelles insersin@&ient un peu plus
longtemps (18 Jours) que les femelles non insemindd,26 jours)
lorsqu’elles ne recevaient que de jus sucré (P470,0-= 3,948). Par contre
la différence n’était pas significative quand eltesevaient du sang en plus
du jus sucré (P= 0,083 ; F= 3,020) avec respecewnen20,22 jours pour les
non inseminées et 21,69 jours pour les inseminees.

De maniére générale les femelles ayant recu dg sarplus du jus sucré
ont vécu plus longtemps que celles nourries unigmerau jus sucré avec
respectivement 20,69 et 17,64 jours (P< 0,00015%416).



Tableau 4 Comparaison de la durée de vie moyenne des fesnell

inséminées dans les différentes cages suivardgime alimentaire.

Durée de vie des femelles (en jours)

Regime
N° Cages alimentaire Moyenne Minimum Maximum N
1 22,69 8 48 53
2 Sang + Sucl 20,28 7 46 42
3 21,81 6 43 44
Moy./ Total 21,69 6 48 139
3 18,16 7 24 49
4 16,95 8 24 47
5 Sucre 18,92 10 26 41
6 18,07 7 24 54
Moy / Total 18,00 7 26 191

Les femelles inséminées bénéficiant du sang enduuysis sucré 5% (N =
139) ont eu une durée de vie moyenne supérieurella bénéficiant

uniquement du jus sucré 5% (N= 191) avec respengwne 21,69 et 18 jours
(P <0,0001 ; F= 27,761).



Tableau 5 Comparaison de la durée moyenne dedas femelles vierges

dans les différentes cages suivant leur régimeealiaire.

Durée de vie des femelles (en jours)

Regime
N° Cages alimentaire Moyenne Minimum Maximum N
1 20,74 7 42 51
2 Sang + Sucl 20,74 8 48 50
3 20,37 9 42 56
Moy./ Total 20,61 7 48 157
4 . 15,49 7 22 55
5 Sucre 16,83 7 25 49
6 . 17,07 8 27 56
Moy / Total 16,45 7 48 160

Les femelles vierges (N = 157) qui ont bénéficiésdung en plus du jus
sucré ont vécu plus longtemps que les femelleg@®e(N = 160) nourries
uniguement au jus sucreé : 20,61 et 16,45 jourects@ement

(P <0,0001 ; F=32,480).



4.1.3.2 Effet de la taille sur la longévité
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Figure 6 : Rapport entre la taille et la longévité des fenselle

Il ressort de cette figure que la majorité des fEaajui ont vécu plus de 20
jours ont une taille supérieure a 2,8 mm. Les @ost généralement
observés chez les femelles de grande taille

La longévité des femelles croit avec leur taillers® maniére générale
R=0,239.



4.2 Deuxieme expérimentation : Influence de l'intepe activité sexuelle
sur la longévité des males.
4.2.1 Variation du taux d’insémination en fonctionde lintensité de

I'activité sexuelle des males.

Tableau 6 Variation du taux d'insémination des femelles enctmn de

I'intensité de 'activité sexuelle des males.

Groupes de  Nombre de % de femelles Nombre de
Femelles Repetitions inséminées Femelles
1 61,40 114
2 56,1( 107
1 3 49,1( 107
4 48,60 109
Moy. / Total 53,80 437
1 56,30 103
2 50,00 112
2 3 54,40 114
4 42,2( 11¢
Moy. / Total 50,72 445
1 41,20 97
2 30,6( 111
3 3 30,00 109
4 20,30 118
Moy. / Total 30,52 435

La moyenne du taux d'insémination des femellesrdugmge 1 (femelles étant
ensemble avec les males durant Iétfret Z™ nuits d’activité sexuelle) était
de 53,80%. Celui du groupe 2°T2 et 4™ nuits) était de 50,72% contre

30,52% pour le groupe 3{% et 6™ nuits).



Il ressort de cette analyse geetaux d’'insémination chez les trois groupes
de femelles diminuait en fonction de I'ordre d’egfiimn ce qui témoigne

gue plus les males sont sollicités plus leur cagatinsémination diminue

(X?= 52,902 ; P< 0,0001).



4.2.2 Etude de la longévité
4.2.2.1 Effet de I'activité sexuelle des males slaur longévité
Tableau 7 Longévité des moustiques males vierges dans ifésrethtes

cages de répétition.

Nombre de
N° Cages jours moyens Minimum Maximum N
1 16,74 5 36 103
2 19,05 10 35 77
3 16,37 5 36 112
4 18,47 10 33 94
5 18,07 5 34 117
6 20,58 11 35 96
7 20,12 5 36 118
8 23,26 11 41 97
Moy. / Total 19,02 5 41 814

Les males ont vécu en moyenne 19, 02 jours. Catisedde vie moyenne a
varié de maniére significative entre les différentages (16,37 a 23,26
jours ; P <0,0001 ; F=10,607).



Tableau 8 La longévité des males non vierges dans lesrdiftés cages

d’accouplement apres six nuits d’activité sexuelle.

Durée de vie des males non vierges (en jours)

N° Cages Moyenne Minimum Maximum N
1 15,63 7 32 91
2 17,52 7 36 91
3 18,63 7 42 95
4 18,94 6 40 96
Moy. / Total 17,71 5 42 373

Chez les males non vierges, la durée moyenne dewaeié entre 15,63 et
18,94 jours avec une moyenne générale de 17,74. jpadifférence entre
cages était significative (P = 0,007 ; F= 3,971).

D’une maniére générale I'analyse des tableaux § mbntre qu'il y avait
une différence significative entre la durée demayenne des males vierges
(19,02 jours ; Tab.7) et celle des males non ve(@@&,71 jours ; Tab. 8).

P= 0,004. Les males vierges vivaient plus longmwe les males ayant

mené des activités sexuelles.



4.2.2.2 Effet de la taille des males sur leur longié

25+
20,19

Ji9=s

20

A
ol
|

[y
o
|

Longevité (en jour)

Petite (N= 68) Grande (N=206) Petite (N=145)

Grande (N=97)

Males non vierges Males vierges

Grande : taille>3mm ; Petite: taille < 3mm

Figure 7: Comparaison de la longévité des males en foncedeut taille.

Cette figure montre que chez les méales non viertgss,grandes tailles
(18,76 jours) ont vécu plus longtemps que lesgeetailles (15,70 jours) P=
0,01 ; F= 6,884. Par contre chez les vierges |l@almoyenne de vie est
comparable entre les méales de grande taille (2@0%) et les males de
petite taille (19,10 jours) ; P =0,178 ; F= 1,820.



4.2.2.3 Longévité des femelles inséminées en foantde l'intensité de
I'activité sexuelle des males.

Tableau 9 Comparaison entre la longévité des groupes deelfes suivant
la présence ou I'absence de sperme.

Durée de vie des femelles (en jours)

Femelles Moyenne Minimum Maximum N
Non
Inséminées 15,34 7 32 734
Inséminées 14,96 6 27 583
Moy. / Total 15,17 6 32 1317

Apres analyse de toutes nos femelles disséqueed WA il ressort que la
durée de vie moyenne des femelles inseminées (me&ske sperme : 14,96
jours ; N= 583) ne differe pas de maniére signiiieade celle des femelles

non inseminées (absence de sperme : 15,34 jowr< 3K4). P= 0,68 ;
F=3,335.



Tableau 10 Comparaison de la longévité des femelles inséesirsdliivant

leur ordre d’exposition aux males.

Durée de vie des femelles en jours

Ordre Moyenne  Minimum Maximum N
1 14,53 6 23 227
2 15,14 7 27 225
3 15,41 6 25 131
Moy. / Total 14,96 6 27 583

La longévité des femelles inséminées croit en fonctde I'ordre
d’exposition aux males.

C'est-a-dire que les femelles inséminées durantli€snuits d'activité
sexuelle des males semblaient vivre moins longsegue celles inseminées
durant les moments d’intense activité des males rieadifféerence n’était

pas statistiquement significative (P= 0,054 ; F328).



5. Commentaires et discussion

51. Premiere serie d’experimentation

5.1.1 Fécondité des femelles

Sur un total de 135 femelles vierges disséquées @B&deéeveloppé des
ceufs. Par contre, chez les femelles inséminéegraaortion ayant
développé des ceufs était de 55% (N= 67) Far4, soit presque le double
de celle des femelles vierges.

De méme le nombre moyen d’ceufs développés paefasliies inséminées
(84,35 ceufs) a dépassé celui des femelles vie63e85 ceufs)yoir Tab.2.
Ce ci expligue clairement que l'insemination a ufetepositif sur la
production d'ceufs chez la forme moléculaire MAml' gambiae.Ces
résultats sont comparables a ceux de Klowetes, 1991 qui ont eux aussi
trouvé gue l'insémination augmentait le nombre d&gucause du transfert
des glandes accessoires masculines lors de I'alecoapt cheAe. Aegypti.
En 2004 le méme auteur (Klowden) observait la mamgmentation chez
An. gambiaemais sans que les glandes accessoires mascuénssant la
cause fondamentale. Le nombre d’'ceufs produits goéerhelle augmentait
avec la taille de celle-cF{g. 5 Méme si la qualité du repas de sang affecte
aussi le nombre d’ceufs (Briegel, 1990), c’est surta taille de la femelle
qui est le facteur déterminaftig.5). Okandaet al, 2002 ; Yaroet al, 2007
ont eu un résultat similaire car ils ont trouvé goeélation positive entre le
nombre d’'ceufs développés et la taille de la fem@&qui implique que les
femelles de grandes tailles contribuent le plussdin prolifération des

moustiques par leurs pontes de grande taille.



5.1.2 Longévité des femelles

Lorsque le régime alimentaire est a base de jusésplus du sang la
comparaison de la durée de vie moyenne des femabéminées (21,69
jours, N= 139) a celle des femelles vierges (20g2@s, N= 272) n’a pas
montré de différence significative (P= 0,083 ab.3. Cependant les
femelles inséminées (18 jours, N= 191) ont vécpeun plus longtemps que
les femelles vierges (17,26 jours, N= 337) lorsigueégime est uniguement
a base de jus sucré (P = 0,04Tab.5. Ces résultats montrent que
'insémination n'a pas eu un effet positif sur engevité des femelles
lorsque le régime alimentaire est a base de sadg gis sucré. Par contre,
I'insémination semble avoir un léger effet posisifir la longévité des
femelles quand le régime alimentaire est uniqueradrase de jus sucre.

La répartition des femelles suivant leur régimenahtaire a montré que les
femelles inséminées ayant bénéficié du sang en quugis sucré (21,69
jours, N= 139) vivaient considérablement plus lengps que celles nourries
uniquement au jus sucré (18 jours, N= 191) aveddifférence significative
(P< 0,0001 Tab.4. La méme différence a été observée entre lesliiesne
vierges nourries au sang en plus du jus sucré 130is, N= 157) et les
femelles vierges nourries uniquement au jus subtéb jours, N= 160),
P<0,0001 ;Tab. 4 Ce constat pourrait vouloir dire que les femeligs
réussissent a se gorger vivent plus longtempsret@aseéquence elles sont
plus susceptibles a transmettre le parasite.

Gary et Foster en 2001 ont trouvé de resultatdanes avec des femelles
d’An. gambiae erColombie ou ils ont comparé quatre groupes de fesel
nourries respectivement a I'eau, au jus sucré a Addsang humain, au sang
humain plus jus sucré a 10%. lls ont conclu quddmier groupe a vécu

plus longtemps et de fagon trés significative gasedutres groupes.



D’une maniére générale nous avons trouvé que taslliies de grande taille
semblent vivre plus longtemps que celles de pdtitss Fig.6).

5.2 Deuxiéme série d’expérimentation

5.2.1 Variation de I'activité sexuelle des males

Le taux moyen d’insémination chez les femelles raiésait au fur et a
mesure que les males recevaient un nouveau groeidencelles vierges
toutes les deux nuits (53,80% ; 50,72% ; et 30,52 0.0001 ;Tab.9.

Etant donné que dans nos expérimentations nousomsapu mesurer
directement I'accouplement chez les males, noussagopposé une forte
participation des males a I'accouplement lorsqududaux d’insémination
est élevé chez les femelles et sachant aussi quala ne peut accoupler
plus de cinqg femelles. Ces reésultats confirment dee pouvoir

d’'insémination des méles diminue avec l'intensigél’dctivité sexuelle. Ce
résultat va dans le méme sens que celui de Hhal en 2006 qui ont
montré que le nombre de spermatozoides dans lages@énitaux du male
diminue avec l'activité sexuelle et I'age, ce gupknuerait le faible taux

d’'insémination observé avec les femelles du troisigroupe.

5.2.2 Longevité des males

Les males vierges (19,02 jours, N= 814) ont plugiemps vécu que les
non vierges (17,71 jours, N= 373) avec une difféeerstatistiquement
significative (P= 0,004Tab.8.Ce résultat ttmoigne que les méales en contact
avec les femelles ont dépensé plus d’énergie dam®rhpétition pour les
femelles en plus de I'énergie pour la survie. Ceeyplique la différence
entre leur durée de vie et celle des males vieggesn'ont dépensé de

I'énergie que pour la survie.



En effet, chez les males vierges, la taille n'aume influence sur leur
longevité (P= 0,178Fig.7).

Par contre cette influence était significative ipl@s non vierges (Longevité
moyenne des méales de grande taille 18,76 jourgedh,7 jours pour les
males de petite taille P= 0,(Rig.7).

Charwoodet al en 2002 ont montré aussi que le succes du wlidie.
gambiaedans I'accouplement dans les essaims n’étaiinplaencé par sa
taille. Nos males de grandes tailles aussi biendgupetites tailles se sont
accouplés avec les femelles.

Ces résultats suggerent que I'accouplement réalangévité des males de

facon généraleliab.8, et il est plus colteux pour les males de petd#ies

(Fig.7).



6. Conclusion et recommandations

Les résultats de ces expériences suggerent que :

- L’insémination joue un rble déterminant dansfdaondité de la forme
moléculaire Md’An. gambiaequi croit avec la taille de la femelle.

- L'insémination et la taille influencent la fécoted lorsque le vecteur
dispose du repas de sang.

- La disponibilité du sang en plus du jus sucr&uerice de facon positive la
longévité de la femelle, par contre I'inséminati@gaccroit pas la longeévité
de la femelle.

- Le pouvoir d'insémination des males décroit aMatensité de I'activité
sexuelle, ce qui pourrait étre un parametre impbreéa cas de lachages de
males stériles. Six nuits d’activité sexuelle dingnt de facon considérable
la durée de vie des males.

- L’activité sexuelle est plus colteuse pour legemde petites tailles.

De ces résultats, nous recommandons :

» Au ministéere de la recherche de financer et d’'arager de telles
études qui pourront avoir une contribution de eaillans la
planification de la faisabilité de la lutte génétq

» Aux chercheurs de mener des études similaires esigrdupeAn.
funestus. ;et les autres membres du compleke. gambiae Cela
permettra aussi de mieux comprendre la relatioredatlongevité et
I'activité reproductrice chez ces vecteurs. A savpie de légeres
differences dans la longevit¢é chez la femelle peuve
epidemiologiguement entrainer des différences itrgmrtantes dans

les capacités vectorielles.
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8. Annexes

8.1 Identification des espéces et des formes mol&res par PCR

La technique de Fanello&t alen 2002

Numéroter les tubes PCR (0.2ml) correspondant amnbr® de
moustiques a traiter.

Mettre dans chaque tube une patte de moustiquestoptenant soin
de relever dans un registre les références (ét@udu moustique
devant le numéro qui lui correspond.

Mettre dans chaque tube 24pul de mixture et s'asgue la patte est
completement submergée dans la mixture

Utiliser un contrdle positif pour M, A, S et uardrole négatif.
Placer les tubes a —20° et attendre a ce queutcsose congéle.

Programmer la machine (programmable thermal Controler) au cycle
d’amplification et attendre 94°C. Introduire les micros tubes (0.2) contenant
les réactifs nécessaires aux différentes réactiornmyis lancer la machine.

Attendre a ce que la machine affiche sur I'écraRFEEYER ou 4°.

Reprogrammer la machine a 37°C et ajouter 0.65uledeyme de
digestion Hha | et attendre 6 heures avant de dag fmigrer a
I'électrophorése ou bien de les garder a 4°C pow nnigration

prochaine.



Tableau: Composition des réactifs nécessaires pour latumdx a
I'identification des especes et des formes molé@dalAn. gambiae s.I.

Réactifs Concentrations Concentrations
initiales finales
PCR
buffer(tampon) 10 X 1X
dNTPs 10 mM 0.2 mM
Mgcl2 50 mM 2.5 mM
GA 20 ng/ul 6.25 ng
AR 20 ng/ul 18.75 ng
UN 20 ng/ul 12.5 ng
Taq polymerase 5U /ul 09U

Cycle d’'amplification

1. 94 °C pendant 7mn
94 °C pendant 30 s
50 °C pendant 30 s
72°C pendant 30 s
72°C pendant 7mn

a bk~ WD

6. 4°C température de conservation des amplifiants

Ce cycle est répéeté 29 fois a partir de I'étape 2.



8.2 Séquence nucléotidique des différentes amorgasur I'identification

des especes et formes moléculaires

AG (gambiag 5-CTGGTTTGGTCGGCACGTTT - 3
AR (arabiensi3 5-AATTGTCCTTCTCCATCCTA - 3
UN (universe) 5 -GTGTGCCCCTTCCTCGATGT- 3

8.3 Electrophorése de L’ADN

8.3.1 Préparation du Gel et Interprétation des bands

Nous avons préeparé un gel d’agarose a 2% sur ldfueld’ ADN mélangés
a 2ul de Dye (100ml d’H20 stérile + 46g de sucrese.25g de bleu de
bromophenol) ont été logé par puits.

La migration a été conduite dans un bac electragiltpre a l'aide d'un
générateur (Electrop horesis power supply—-EPS3fi9 8n courant de 150
volts pendant 1 heure.

Apres migration, les bandes ont été visualisées ame lampe UV et
photographiées a l'aide d’'une camera quik shodBdr fhodel QSP/Hood #
14, catalog N° 46420).

L’interprétation a consisté a identifier les esmecet leurs formes
moléculaires par comparaison de leur taille en ke (bp) a celle du
marqueur moléculaire (100 bp DNA Ladder, Invitrodgeady load).

Ainsi on a : 367 bpAn. gambiadorme M), 257 bpAn. gambiadorme S),
292 bp An. arabiensig



Figure 8: identification des espéeces et formes moléculaitgs u gel

d’agarose.

Légende

1 : Marqueur moléculaire 100bp

2 : Contréle positif forme M (espéce A)

3 : Controle positifd’An. arabiensigespéce B)
4 : Controle positif forme S (espece A)

5, 10: An. Arabiensigespéce B)

6, 11: forme M (espece A)

7,8,9,12: forme S (espece A)

13: Controle négatif.
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