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Contexte

Cette proposition de thése entre dans le cadre du projet ERC REVOLINC (Revolutionizing Insect
Control). Le projet ERC REVOLINC vise le contrdle d’insectes ravageurs des cultures et vecteurs
de maladies par des méthodes de lutte novatrices et alternatives dérivées de la technique des
insectes stériles (SIT). La méthode SIT consiste a élever en masse des males de I'insecte cible,
puis a les stériliser par irradiation avant de les relacher dans I’environnement, ou ils entrent
en compétition pour la reproduction avec leurs homologues sauvages, non stériles, diminuant
ainsi la fécondité de la population et aboutissant a son controéle.

L'utilisation opérationnelle de la SIT s'est limitée a des essais a petite échelle en Europe, alors
gu'elle a été utilisée a large échelle avec succeés sur d'autres continents, comme pour
I'élimination de Cochliomyia hominivorax en Amérique du Nord et Centrale, I'élimination de
la mouche méditerranéenne des fruits (Ceratitis capitata) aux EUA, sud Mexique et nord
Guatemala (Bouyer and Vreysen 2012). Cette limite est principalement due au fait que le
principe de la technique nécessite de cibler des populations d’insectes isolées ou de traiter
des aires géographiques importantes pour étre efficace et que, par conséquent, les essais a
petite échelle ne permettent pas de démontrer tout son potentiel (Vreysen et al. 2013). En
Afrique, la méthode est utilisée pour éradiquer les mouches tsé-tsé, vecteurs de
trypanosomoses permettant I'amélioration des systemes de production animale dans
plusieurs pays (Dicko et al. 2014, Vreysen et al. 2014).

Problématique

Le principal goulot d'étranglement de la SIT est généralement la disponibilité de quantités
suffisantes de males stériles de qualité (présentant une bonne compétitivité) pour imposer un
rapport males stériles/males sauvages suffisant pour réduire ou éradiquer les populations
d’insectes cibles. Pour Cochliomyia hominivorax et Ceratitis capitata, on dispose de souches
de sexage génétique (Franz 2005, Ogaugwu et al. 2013, Concha et al. 2016) mais de telles
souches ne sont pas encore disponibles chez les moustiques, en particulier Aedes albopictus.

Aedes albopictus (Diptera : Culicidae) ou moustique tigre est une espéce invasive a I'échelle
planétaire. Ce moustique constitue une nuisance importante et transmet des arbovirus
provoquant chez I'homme des maladies graves (dengue, Chikungunya, Zika). Il représente
désormais une menace sanitaire en France et plus généralement dans toute I’'Europe du Sud
ou cette espéce est maintenant installée. Face a ce risque, il est nécessaire de développer des
méthodes de lutte efficaces et respectueuses de ’lhomme et de I'environnement. Le projet
ERC REVOLINC cible donc particulierement Ae. albopictus a travers le développement de
méthodes de lutte novatrices et alternatives dérivées de la technique des insectes stériles
(Bouyer et al. 2016).

Dans le contexte de la SIT, étant donné le role vecteur et la nuisance associée aux piqures des
femelles de moustique, il est obligatoire de ne relacher que des males. Ceci est actuellement
réalisé par tri mécanique manuel des nymphes, par I'utilisation de séparateurs de Hocks, ce
qui n’offre pas une sélection parfaite des males, et représente une charge de travail énorme
ne permettant pas une production de masse suffisante pour des lachers opérationnels.



Des méthodes pour produire génétiquement des males stériles de moustiques ont été
récemment développées et ont un intérét accru pour la production de masse de males stériles
afin de permettre I'application de la SIT pour contréler les populations de moustiques ciblées
et les maladies vectorielles reliées. Toutefois, le largage dans la nature de moustiques
génétiquement modifiés rencontrera sans aucun doute des obstacles considérables au niveau
des organismes de réglementation qui traitent des questions de sécurité et face aux
préoccupations du public.

Méthodologie

Pour surmonter ces obstacles, le projet ERC REVOLINC vise entre autre a développer une
méthode de production massive de males de I'espéce Ae. albopictus, en explorant trois
possibilités :

i) Tester et valider sur les souches d’Aedes albopictus qui seront utilisées dans le projet
un systéeme de tri mécanique automatisé développé par TRAGSA, Espagne
(http://www.tragsa.es/es/comunicacion/noticias/Paginas/17-conferencia-viena.aspx)
en collaboration avec I’AIEA. Cette méthode est basée sur |'utilisation du dimorphisme
sexuel de taille des pupes chez cette espéce. La taille des pupes est analysée
automatiquement par une série de cinq photos par pupe lors d’un premier passage,
puis un seuil de sélection est fixé avec pour objectif de récupérer plus de 90% des
males produits tout en limitant la contamination par les femelles. Les femelles sont
détruites par un laser ou triées. Les résultats de cette méthode seront utilisés comme
référence pour les deux autres méthodes moléculaires décrites ci-dessous.

ii) La deuxieme méthode est basée sur |'utilisation d’ARNi. En effet, I'identification
récente d'un facteur déterminant du sexe masculin (splice alternatif du géne double
sex) et des genes testicules-spécifique (testis gene) chez Ae. aegypti (et Ae. albopictus)
pourrait permettre le développement d'outils visant a produire une population
prédominante de males d’Aedes albopictus basés sur une technologie de I'ARN
interférent (RNAI). Cette approche est décrite par Whyard et collaborateurs du
Department of Biological Sciences, University of Manitoba, Winnipeg, Canada (Whyard
et al., 2015) qui seront partenaires et encadrants de ce volet du projet.

iii) La troisieme méthode repose sur le développement d’une souche de sexage
génétique par l'insertion d’une cassette génétique intégrant un promoteur endogéene
dépendant d’un inducteur spécifique et le facteur M (Adelman and Tu 2016) via la
technologie CRISPR Cas9 (Adelman and Tu 2016). La technologie CRISPR Cas9 a déja
été utilisé sur le moustique anophéle par I’équipe de Eric Marois, Chargé de Recherche
a l'Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire du CNRS a Strasbourg pour le
développement de forgage génétique ciblant la reproduction des femelles (Hammond
et al. 2016) ou leur susceptibilité a I'infection plasmodiale au sein des populations
sauvages (Volohonsky et al. 2017). Cette équipe sera également partenaire et
encadrante de ce volet de la thése proposée. Plusieurs inducteurs ont déja été
identifiés par une méthode RNA seq visant a comparer I'expression des différents
génes en présence ou absence d’inducteurs (bleu de méthyléne, éthanol, DMSO,
sulfate de cuivre, sel). Les dix meilleurs génes candidats seront vérifiés sur différentes
souches par RT-gPCR avant de sélectionner un ou deux géenes candidats pour la
construction de la cassette.



Calendrier prévisionnel

Lors des six premiers mois de these (juillet-décembre 2018), le doctorant réalisera une revue
bibliographique des différentes méthodes citées ci-dessus. Ce travail de revue fera I'objet
d’une premiere publication scientifique insérée dans la these.

Durant cette méme période, le doctorant passera un mois au laboratoire FAO-IAEA IPCL pour
tester et valider la méthode de tri mécanique pour les deux souches d’Aedes albopictus
utilisées dans le projet (La Réunion, France et Valence, Espagne) afin d’établir une méthode
de référence. |l effectuera également un séjour d’'un mois dans le laboratoire du Dr. Steve
Whyard, University of Manitoba et un séjour de méme durée dans le laboratoire du Dr. Eric
Marois, Université de Strasbourg pour s’initier aux méthodologies RNAi sur larves de
moustiques et CRISPR Cas9 respectivement.

Durant cette période, il finalisera également I'identification des meilleurs génes candidats par
RT-qPCR.

Un comité de thése organisé en décembre 2018 permettra de décider du calendrier ultérieur.

Profil candidat(e)

Nous recherchons d'abord une candidate ou un candidat motivé(e). Cette thése nécessitera
une familiarité avec/un intérét pour I'entomologie médicale, les techniques de biologie
moléculaire appliquées aux insectes vecteurs y compris en terme d’analyse et des
connaissances solides en biologie. Des connaissances sur la biologie et I'écologie des insectes
vecteurs (moustiques Aedes) et |'épidémiologie des arboviroses seraient des plus. Le candidat
ou la candidate devra faire preuve de curiosité intellectuelle, de qualités d’écoute et de
communication, une grande autonomie et maitrise de soi, un sens aigu du relationnel, de
I’organisation et de la collaboration pour établir des échanges de travail fructueux au sein de
I’équipe d’accueil Cirad et avec les équipes de recherche partenaires impliquées dans le projet
(AIEA, Université de Strasbourg, University of Manitoba). Une connaissance de I’Anglais lu-
écrit et oral de niveau B2 est indispensable. Enfin cette thése nécessitera des déplacements
réguliers entre Montpellier, Vienne, Strasbourg et le Canada avec des séjours plus ou moins
prolongés.
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