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Avant-propos 

Les premiers travaux de recherche menés sur les populations européennes de 

Drosophila suzukii n’ont vu le jour qu’à partir de 2012 alors que les dégâts dûs à la présence 

de ce ravageur de cultures avaient déjà été identifiés dans certaines régions françaises 

(Weydert & Mandrin 2013). A partir de là plusieurs bourses doctorales et financements 

gouvernementaux ont été alloués pour tenter de développer des méthodes de lutte efficaces, 

durables et respectueuses de l’environnement. Financés par la région Rhône-Alpes (ARC 

Environnement), l’Office National de l’Eau et des Milieux Aquatiques (ONEMA), et un plan 

Ecophyto, mes travaux de recherche s’inscrivent dans cette démarche. A l’interface entre la 

recherche fondamentale et la recherche appliquée, ce projet de thèse avait pour objectif de 

développer une nouvelle technique de lutte contre ce ravageur de cultures. 

Les résultats présentés dans ce manuscrit sont issus d’un travail collaboratif entre 

partenaires des secteurs public et privé. Une première collaboration avec des équipes de 

recherche italiennes et autrichiennes a été initiée en début de cette thèse. Malgré quelques 
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I.1. Invasions biologiques: causes et impacts sur les sociétés 
  

Plusieurs définitions d’une espèce dite « invasive » ont été proposées (Richardson et al. 

2000; Pyšek et al. 2004). Pour la suite de ce manuscrit je définirai une espèce invasive comme 

« une espèce introduite dans une aire dont elle n’est pas originaire et dont les individus 

survivent, se reproduisent et se dispersent sans intervention intentionnelle humaine ». Le 

succès d’une invasion biologique va dépendre de quatre étapes majeures: le transport, 

l’introduction dans une nouvelle aire, l’établissement de populations viables et leurs 

proliférations (Blackburn et al. 2011). Même si la part des introductions délibérées réalisées 

par l’Homme demeure minime, ses activités et leurs conséquences indirectes sont impliquées 

dans plusieurs des étapes de l’invasion et font des invasions biologiques un phénomène en 

expansion constante à l’échelle mondiale. En effet l’intensification des échanges 

commerciaux et des déplacements humains joue un rôle majeur lors des premières phases de 

transport et d’introduction. De plus, le dérèglement climatique entraîne des conditions 

environnementales de plus en plus favorables à l’établissement et à la prolifération d’espèces 

nouvellement introduites et permet également l’expansion naturelle des espèces à fort pouvoir 

de dispersion. Le moustique tigre, Aedes albopictus, est un bon exemple de l’implication des 

activités humaines dans ces processus invasifs. En 1967, son aire de répartition était restreinte 

à l’Asie, l’Inde et quelques îles du Pacifique. Depuis, cette espèce a colonisé l’Europe, le 

continent Américain, les caraïbes et l’Afrique, et plusieurs cas de Dengue et de 

Chickungunya, vectorisés par ce moustique, ont été recensés en Europe. Les transports 

maritimes de pneus sont suspectés d’être responsables indirectement de l’introduction de cette 

espèce alors que l’établissement et la colonisation des nouvelles aires auraient été largement 

facilités par la hausse des températures dans les régions tempérées (Caminade et al. 2012).  

Parfois, ces invasions biologiques sont silencieuses, c’est-à-dire sans impact négatif, voire 

ont des effets positifs, et sont exploitées par l’Homme pour l’agriculture par exemple.    

Cependant elles peuvent aussi avoir des impacts directs négatifs sur l’environnement et sur les 

sociétés. D’un point de vue environnemental, de nouvelles interactions interspécifiques 

peuvent se mettre en place entre les espèces allochtones et autochtones ce qui peut modifier 

l’écosystème, telles que la prédation, la compétition pour l’espace et la ressource ou la 

modification des réseaux trophiques (Van Driesche & Hoddle 2009). D’un point de vue 

sociétal, des pathogènes, des vecteurs de maladies animales ou humaines, ou encore des 

ravageurs de cultures peuvent aussi mettre gravement en danger les communautés humaines 

que ce soit par des maladies ou par la réduction, voire la destruction, des ressources 
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alimentaires (FAO, 2008). Certaines espèces invasives peuvent avoir des impacts 

économiques liés aux dégâts directs engendrés par leur présence mais également aux moyens 

de lutte mis en place pour limiter leurs impacts. Pimentel, Zuniga & Morrison (2005) estiment 

à 120 milliards de dollars les pertes annuelles dues aux espèces invasives aux Etats-Unis, dont 

~37 milliards dues aux mammifères, ~34 milliards dues aux plantes et ~20 milliards dues aux 

arthropodes parmi lesquels 13.5 milliards seraient dues aux phytoravageurs pour ne citer que 

les organismes les plus néfastes. Il a été proposé par Williamson & Fitter (1996) une règle 

quantitative des 4 étapes majeures de l’invasion, nommée « the ten rules », qui stipule que 

seulement 10% des espèces réussissent à franchir chaque étape: 10% des espèces introduites 

survivent, 10% des espèces qui survivent s’établissent et 10% des espèces établies ont un 

impact économique négatif. Dans le cadre de cette thèse, nous nous intéresserons tout 

particulièrement aux phytoravageurs. 

 

I.2. Les insectes ravageurs de cultures : méthodes de lutte 
 

La classe des insectes est divisée en une trentaine d’ordres qui, pour la majorité, rassemble 

des espèces potentiellement nuisibles pour les cultures, dont la nature et le type de dégâts 

occasionnés sont très divers. On peut citer les insectes piqueurs-suceurs exophages, 

appartenant principalement aux ordres des Hémiptères (pucerons, aleurodes, punaises, …) et 

des thysanoptères (thrips) qui se nourrissent des composés internes de la plante et peuvent 

transmettre des organismes pathogènes, en particulier des virus. Il existe également des 

insectes défoliateurs de l’ordre des lépidoptères, des coléoptères, des hyménoptères et des 

orthoptères qui consomment les organes végétatifs. Il y a aussi des insectes endophytes, 

phytophages stricts, qui vivent à l’intérieur du végétal dont ils se nourrissent. Enfin, il y a des 

insectes ravageurs des organes végétatifs souterrains, appelés ravageurs hypogés.  

La majorité des grands ravageurs de cultures ont été récemment introduits par l’activité 

agricole et l’amplification des échanges commerciaux. On peut citer par exemple le cas du 

phylloxéra de la vigne (Daktulosphaira vitifoliae) en France, un insecte piqueur-suceur 

apparenté au puceron. Cet insecte, de par sa piqûre au niveau des feuilles et des racines, 

engendre la formation de tubérosités et de galles et conduit à la mort du pied. Décrite pour la 

première fois en France en 1863, cette maladie serait la conséquence de l’importation dès 

1850 de vignes américaines porteuses de cet insecte pour lutter contre l’oïdium (Legros & 

Argeles 1993).  
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Cette introduction a provoqué une grave crise du vignoble européen à partir de 1864 qui aura 

duré plus de 30 ans. De nombreux autres exemples existent dans la littérature illustrant le lien 

entre la présence de ravageurs de cultures et l’histoire des activités humaines.  

Dans un contexte de changements globaux, le contrôle des populations d’insectes va 

devenir de plus en plus difficile de par la hausse des températures moyennes qui devrait 

augmenter leur taux de survie durant l’hiver, leur taux de reproduction et leur nombre de 

générations par an (Porter et al. 1991; Pryor et al. 2014). Les méthodes de lutte pour limiter 

les dégâts liés à la présence des insectes ravageurs sont nombreuses: chimique, biologique, 

mécanique (piégeages, protection des cultures), psychique (confusion sexuelle, épandage de 

phéromones) ou encore culturale. Plusieurs facteurs vont déterminer le moyen de lutte le plus 

adéquat: l’aire de la surface infestée, la durée et le coût du contrôle, le cycle biologique de 

l’insecte et le type de culture (Van Driesche & Hoddle 2009). Si l’objectif est de contrôler de 

manière permanente une espèce à l’échelle d’un paysage entier, la lutte biologique semble 

être la plus adaptée alors que les luttes mécanique et chimique sont plus adaptées à l’échelle 

d’une surface agricole (Van Driesche & Hoddle 2009). La lutte chimique reste cependant la 

plus utilisée dans les pays industrialisés avec une augmentation constante de l’épandage de 

pesticides. Aux Etats-Unis, 10 fois plus d’insecticides étaient répandus en 2000 qu’en 1945, 

avec en plus une perte d’efficacité de ces produits chimiques au cours du temps (+6% de 

pertes agricoles) (Pimentel et al. 1991). En France, entre 2011 et 2014, l’utilisation de 

produits phytosanitaires a connu une hausse annuelle moyenne de 5.8%, avec une accélération 

ces dernières années (9.4% entre 2013 et 2014) (Plan Ecophyto II). Même si la lutte chimique 

peut être efficace, l’épandage de ces produits synthétiques a des conséquences considérables 

et irréversibles sur l’environnement et la santé humaine à travers la pollution des sols, des 

cours d’eau, des nappes phréatiques et des impacts sur des espèces non ciblées. L’utilisation 

des produits phytosanitaires va également contribuer à l’augmentation en fréquence des 

allèles de résistance dans les populations et nuire à l’efficacité de ces produits sur le long 

terme. En conséquence, la lutte intégrée prend une place de plus en plus importante dans le 

paysage agricultural. Elle se définie comme « l’application rationnelle d’une combinaison de 

mesures biologiques, biotechnologiques, chimiques, physiques, culturales ou intéressant la 

sélection des végétaux dans laquelle l’emploi de produits phytopharmaceutiques est limité au 

strict nécessaire pour maintenir la présence des organismes nuisibles en dessous du seuil à 

partir duquel apparaissent des dommages ou une perte économiquement inacceptables » 

(directive communautaire 91/414/CEE). 
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Encadré 1: La lutte biologique dans le domaine agronomique 

Lutte biologique au sens restreint ou lutte par entomophage: l’organisme antagoniste du ravageur 

est un animal (Vertébré, Insecte, Nématode). On distingue ici les prédateurs (consommation de 

plusieurs proies au cours du développement) des parasitoïdes (consommation d’une proie à la fin du 

développement). 

Lutte microbiologique: l’organisme antagoniste est un microorganisme (Champignon, Bactérie, 

Virus, Protozoaire). 

Lutte biologique par acclimatation: l’organisme antagoniste peut se développer et se maintenir aux 

dépens de l’espèce cible sans nécessiter une nouvelle intervention de l’Homme. 

Lutte biologique inondative: l’organisme antagoniste doit être lâché ou inoculé à chaque fois que 

l’effectif du ravageur croît dangereusement. 

Lutte autocide: elle repose sur l’introduction (en grand nombre) dans une population naturelle 

d’individus mâles modifiés (rendus stériles). 
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La lutte biologique que nous allons davantage détailler dans les parties suivantes est une 

composante essentielle de cette lutte intégrée. 

 

I.2.1. La lutte biologique 
 

La lutte biologique est basée sur l’exploitation par l’Homme, et pour son profit, d’une 

relation naturelle entre deux êtres vivants (International Organisation for Biological and 

Integrated Control; IOBC). L’objectif est de supprimer ou diminuer les densités de 

populations du ravageur, temporairement ou de manière permanente. La lutte biologique 

englobe plusieurs sous-niveaux qui vont directement dépendre du type d’organisme utilisé 

(agent de lutte) et de la technique employée. Ainsi, plusieurs grands types de lutte biologique 

sont définis (encadré n°1): lutte biologique au sens restreint ou lutte par entomophage, lutte 

microbiologique, lutte biologique inondative et lutte autocide (encore nommée lutte par mâles 

stériles). Cette dernière va particulièrement nous intéresser dans le cadre de cette thèse.  

Dans sa définition stricte, la lutte biologique fait uniquement référence à l’utilisation 

d’ennemis naturels tels que des prédateurs ou des parasitoïdes. La suppression d’un ravageur 

par l’introduction d’un ennemi naturel provenant de l’aire d’origine de l’espèce cible a été 

réalisée pour la première fois en 1855 par Asa Fitch, premier entomologiste employé par un 

état Américain. Ce dernier a suggéré l’introduction du parasitoïde de la cécidomyie du blé, 

Sitodiplosis mosellana. En 2002, plus de 100 espèces d’insectes invasifs étaient contrôlées par 

l’introduction d’ennemis naturels (Van Driesche & Hoddle 2009). Contrairement à la lutte 

chimique, la lutte biologique au sens strict permet d’avoir des effets permanents sans 

interventions humaines régulières et peut persister d’année en année sans coûts 

supplémentaires. Cependant, l’introduction de nouvelles espèces dans l’environnement peut 

avoir des impacts sur des espèces non cibles et ainsi modifier l’écosystème. Trois types 

d’effets négatifs indirects ont été décrits. (1) Un remplacement écologique: l’espèce introduite 

impacte les populations de proies nécessaires à d’autres espèces autochtones ; (2) une réponse 

compensatoire: l’attaque par des ennemis naturels peut avoir des effets stimulants sur l’espèce 

invasive qui devient davantage compétitive que d’autres espèces autochtones ; (3) un 

changement des niveaux trophiques par une modification de la chaine alimentaire  (Pearson & 

Callaway 2005).  

La lutte autocide, qui repose sur l’introduction de mâles rendus stériles, offre une 

réelle alternative aux moyens de contrôle classiquement utilisés.  
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En effet, elle garantit une parfaite spécificité et ne requiert pas l’introduction d’une nouvelle 

espèce dans l’environnement. Il est intéressant de noter que l’utilisation de mâles stériles ne 

rentre pas dans la définition stricte de la lutte biologique qui ne fait appel qu’à l’emploi 

d’ennemis naturels. Dans ce cas, l’utilisation de mâles stériles ou stérilisants est une 

composante du contrôle génétique des populations, qui se définit comme « la dissémination,

l’accouplement ou l’hérédité de facteurs qui réduisent les dommages de l’espèce cible »

(Alphey 2014). Nous allons voir dans la partie suivante que le contrôle génétique des 

populations peut reposer sur des mécanismes très variés.

I.2.2. Contrôle génétique des populations

Le contrôle génétique des populations peut être séparé en deux grandes catégories. Celle 

dite de « self-limiting » vise à diminuer la densité de la population, et la modification 

génétique tend à disparaitre de la population ciblée dès l’arrêt des lâchers (uniquement 

composés de mâles). Celle dite de « self-sustaining » vise à remplacer les populations 

naturelles par des individus porteurs d’une modification génétique qui tend à augmenter en 

fréquence dans les populations (Alphey 2014). Cette dernière à l’avantage de ne pas laisser de 

niche vacante, d’être moins coûteuse, moins contraignante logistiquement (très peu 

d’individus relâchés) et surtout elle ne nécessite pas de système de sexage à grande échelle. 

Cependant, puisque la modification génétique tend à envahir les populations, le système est 

soumis à la sélection naturelle et les conséquences de l’évolution de l’interaction entre l’hôte 

et la modification génétique n’est plus sous contrôle. 

Nous verrons plus loin que la bactérie Wolbachia pipientis, centre d’intérêt de nos 

recherches, peut être utilisée dans ces deux grandes catégories. Elle est la base de la 

Technique de l’Insecte Incompatible (TII) qui repose sur des lâchers de mâles uniquement, 

rendus stérilisants par l’infection par Wolbachia. Elle est également utilisée dans une 

technique visant à remplacer les populations de vecteurs de pathogènes par des individus 

infectés dont la compétence vectorielle est largement diminuée par la présence de cette 

bactérie. Dans le cadre de cette thèse nous nous intéresserons plus particulièrement aux 

stratégies de « self-limiting », c’est pourquoi, mis à part le cas de la bactérie Wolbachia, les 

stratégies de « self-sustaining » ne seront pas abordées. 
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Les stratégies de « self-limiting » se basent sur l’utilisation de mâles stériles (ou lutte 

autocide). Les agents de lutte sont alors des mâles d’une lignée de laboratoire de l’espèce 

cible. L’objectif est de réaliser des lâchers inondatifs de mâles stériles dans les populations. 

La réussite de ces techniques est dépendante de plusieurs facteurs dont les principaux sont : (i) 

la taille de la population cible, (ii) le ratio mâle stériles / mâles résidents, (iii) le taux de 

stérilisation et (iv) la compétitivité des mâles stériles. Plusieurs types d’approches ont été 

développés pour permettre l’obtention de mâles stériles. Nous allons les détailler dans les 

sous-parties suivantes. 

 

La Technique de l’Insecte Stérile (TIS)  

 

La TIS a été la première technique à se baser sur l’utilisation de mâles stériles. Dans le 

cadre de cette technique, la stérilisation est induite par l’exposition à des rayonnements 

ionisants.  L’effet de l’irradiation sur la reproduction a été démontré pour la première fois 

chez la Vrillette du tabac en 1916, chez qui l’exposition à de fortes doses de rayons X rendait 

incapable la reproduction (Runner 1916). L’effet des rayons sur l’apparition de mutations 

létales a ensuite été documenté par Muller (1928). L’objectif de la technique est d’exposer les 

individus aux rayons X, généralement au stade pré-adulte (stade nymphe chez le moustique 

par exemple), puis de réaliser des lâchers de ces mâles en nombre important et ce de manière 

fréquente afin de stériliser les femelles en milieu naturel, ce qui a pour conséquence de 

diminuer la taille des populations ciblées (Dyck et al. 2005). Des produits chimiques 

stérilisants ont été proposés et couramment utilisés dans les années 1950 et 1960 pour ne pas à 

avoir recours à l’irradiation. Cependant, leur utilisation a été limitée à cause de leurs effets 

néfastes sur la santé humaine et l’environnement (Campion 1972). La TIS a connu son 

premier succès dans les années 1950 pour lutter contre la lucilie bouchère, Cochliomyia 

hominivorax, un parasite du bétail. Les mâles et les femelles étaient irradiés au stade pupal 

avec une dose de rayons gamma induisant une mutation dominante et létale dans le sperme et 

l’infertilité chez les femelles. Les premiers lâchers (composés de mâles et de femelles) ont été 

effectués en Floride en juillet 1958 avec 155 à 1160 mouches stériles lâchées par km/semaine 

(correspondant à des lâchers de 2 à 14 millions/semaine) (Dyck et al. 2005). Les derniers cas 

dûs à la présence de ce parasite ont été recensés en février 1959 et les lâchers ont été stoppés 

en novembre 1959.  
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Face à cette réussite, des lâchers ont également été réalisés avec succès au Mexique, en 

Amérique centrale, en Afrique du Nord et dans les Caraïbes. Par la suite, la TIS a été utilisée 

pour lutter principalement contre des mouches des fruits comme par exemple pour stopper 

l’invasion de Ceratitis capitata d’Amérique central vers le sud du Mexique (Hendrichs et al. 

1983), et contre la mouche du melon Bactrocera cucurbitae dans les années 1980 et 1990 au 

Japon (Itô et al. 2003). Des programmes ont également été initiés en Afrique pour lutter 

contre la mouche tsétsé (Vreysen et al. 2000). Plus récemment la TIS était à l’étude en Italie 

pour lutter contre le moustique tigre, Aedes albopictus, dans quatre localités différentes, avec 

des lâchers d’environ 1000 moustiques/ha/semaine. Ces lâchers ont eu un impact significatif 

sur la taille de la population pour seulement 2 sites sur 4 (Bellini et al. 2013b). 

D’autres projets ont été menés sur différentes espèces de moustiques, notamment dans 

le genre Anopheles, mais ont fait face à deux difficultés majeures. La première était liée aux 

effets secondaires causés par l’irradiation. En effet plusieurs études ont rapporté que 

l’exposition aux rayons X pouvait affecter la compétitivité sexuelle des mâles. Cela a été 

observé dans le genre Anopheles (Dyck et al. 2005; Helinski & Knols 2008; Helinski et al. 

2009) alors que les coûts semblent moindres dans le genre Aedes (Bellini et al. 2013a; b; 

Atyame et al. 2016). La seconde est liée à la capacité de séparer massivement les mâles des 

femelles. Dans les exemples précédents les deux sexes étaient relâchés mais dans le cas 

d’insectes de type piqueur-suceur comme le moustique, même si les femelles relâchées sont 

stériles, elles peuvent avoir un repas sanguin et transmettre des pathogènes. Sans recourir à la 

manipulation génétique, seul un sexage mécanique est possible en se basant sur un 

dimorphisme de taille au stade nymphe avec des systèmes de tamis et une vérification finale à 

l’œil nu. Ces deux derniers points ont motivé des recherches alternatives, notamment 

génétiques, pour pallier les difficultés liées au sexage et à la baisse de la compétitivité 

sexuelle des mâles stériles. 

 

Insectes génétiquement modifiés 

 

Dans le cadre de l’utilisation d’insectes génétiquement modifiés, un gène létal et 

dominant est introduit chez l’insecte. Cette technique est appelée « RIDL » (Release of 

Insects carrying a Dominant lethal).  
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Fig 1. Description du système de mâles stériles génétiquement modifiés. A gauche: « Bi-sex-

lethal sterile male system » aboutit à la mort des deux sexes dans la descendance. A droite: « Female-

killing system » fournit un sexage génétique par l’expression du transgène dans la descendance fille 

(Alphey 2014). R/R: homozygote pour le transgène R. (+/+): génotype sauvage. 
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Au laboratoire, des lignées homozygotes (R/R) pour le transgène RIDL (R) sont 

maintenues en présence d’un antidote (tétracycline) qui empêche le gène de s’exprimer 

(Alphey 2014). Dans le cas où les mâles et les femelles sont porteurs de ce gène, la technique 

est appelée « Bi-sex lethal sterile-male systems ». Lorsque les femelles sauvages (+/+) 

s’accouplent avec des mâles (R/R), la descendance, 100% hétérozygote (R/+), ne peut se 

développer en absence de l’antidote (théoriquement absent en milieu naturel) (Fig 1). La 

modification génétique apporte alors uniquement une nouvelle méthode de stérilisation, la 

séparation mâle/femelle se fait mécaniquement et ce sont les mâles R/R qui sont relâchés. 

Cette approche est donc réservée aux organismes diploïdes. 

Il existe également un système appelé « Female-killing » qui va fournir un sexage 

génétique plutôt que mécanique, par l’expression du même gène létal mais porté cette fois-ci 

par le chromosome X. En absence d’antidote, le gène va s’exprimer uniquement dans la 

descendance filles des femelles « RIDL » et seuls les mâles peuvent se développer car ils 

possèdent une endonucléase dans le chromosome Y qui va spécifiquement couper le 

transgène présent dans le chromosome X (Fig 1). Pour son application, la technique « RIDL » 

a surtout été approfondie pour lutter contre le moustique Aedes aegypti. Des croisements en 

conditions de laboratoire ont montré que les mâles modifiés avaient une compétitivité 

sexuelle similaire à celle des mâles sauvages et une mortalité de 96.5% dans la descendance a 

été observée (Harris et al. 2011). Les premiers lâchers de mâles modifiés ont eu lieu dans les 

îles Caïman en 2010. Approximativement 3.3 millions de mâles ont été relâchés sur une 

période de 23 semaines, avec environ 4000 mâles par semaine et par hectare, représentant un 

ratio de 10 (mâle stérile) / 1 (mâle résident). Les résultats ont été plutôt convaincants car, 

après 4 à 6 semaines, cette espèce a été éradiquée dans un des sites et une forte diminution de 

la densité de population a été observée dans les trois autres sites de l’île (Harris et al. 2012). 

Des lâchers ont également été expérimentés en Malaisie en décembre 2010 dans des sites 

inhabités pour évaluer la capacité de dispersion et la survie des mâles R/R. Mais le projet a été 

abandonné par le ministère de la santé Malaisien car jugé trop coûteux et inefficace (Lacroix 

et al. 2012). Un essai pilote en milieu naturel a été réalisé au Brésil pour lutter contre A. 

aegypti: 185 000 mâles ont été lâchés en juin 2011, puis 540 000 au début de l’année 2012. 

Au mois de mai 2012 une diminution de 95% de la densité de population a été observée 

(Carvalho et al. 2015). 
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 Des lignées d’insectes transgéniques de ravageurs de cultures ont également été 

produites ces dernières années chez la mouche de l’olive Bactrocera oleae (Ant et al. 2012; 

Harvey-Samuel et al. 2014), la mouche méditerranéenne des fruits Ceratitis capitata 

(Leftwich et al. 2014) et la Teigne des choux Plutella xylostella (Jin et al. 2013). Des essais 

en cages à populations en condition de laboratoire et semi-naturelle ont montré des résultats 

prometteurs chez chacun de ces ravageurs en termes de taux de stérilisation et de 

compétitivité sexuelle des mâles modifiés. 

L’utilisation d’organismes génétiquement modifiés semble être un outil puissant pour la 

lutte anti-vectorielle et les ravageurs de cultures mais plusieurs aspects peuvent limiter leurs 

développements. Premièrement, l’aspect purement moral et éthique de l’acceptation de la 

modification du vivant par l’Homme pour son propre profit. Deuxièmement un aspect plus 

pragmatique en lien avec les conséquences que peuvent avoir ces modifications sur le long 

terme si elles se répandent dans les populations. L’utilisation de ces lignées est actuellement 

interdite au sein de l’Union Européenne, ce qui limite considérablement l’emploi de cette 

technique.  

Un système alternatif qui se base également sur l’utilisation de mâles stérilisants est la 

Technique de l’Insecte Incompatible (TII), qui repose sur l’utilisation d’un phénomène 

naturel, appelé incompatibilité cytoplasmique (IC), où l’agent stérilisant est la bactérie 

Wolbachia pipientis. C’est cette technique qui va nous intéresser dans la suite de ce 

manuscrit. Analogue à la TIS, elle se base également sur des lâchers inondatifs de mâles 

infectés par une souche de la bactérie Wolbachia induisant de l’IC lors de croisements avec 

des femelles sauvages. Cette IC se traduit par une mortalité embryonnaire très élevée qui va 

permettre de diminuer les densités de populations de l’espèce cible au cours du temps. Dans le 

but d’appréhender au mieux les possibilités d’exploitation de ces bactéries en recherche 

appliquée, le prochain sous-chapitre va porter sur la description de la bactérie Wolbachia et de 

ses diverses interactions avec ses hôtes. 
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Fig 2. Phylogénie des Wolbachia appartenant au groupe A et B basée sur la séquence du gène 

wsp (~600 pb). Les hôtes associés sont indiqués à l’extrémité des branches, puis le nom des souches 

de Wolbachia et le clade auquel elles appartiennent (Zhou et al. 1998).  
  

Nom de la souche 
de Wolbachia 
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I.3. Wolbachia pipientis 
 

I.3.1. Description générale 
 

La bactérie Wolbachia pipientis, décrite pour la première fois par Hertig et Wolbach 

en 1924, appartient à l’ordre des Rickettsiales, un groupe de bactéries intracellulaires qui 

entretient avec ses hôtes des relations très variées, de type parasitisme, commensalisme et 

mutualisme (Hentschel et al. 2000). Elle infecte un éventail d’hôtes très divers, 

principalement des espèces d’arthropodes (d’après Weinert et al. (2015), 52% des espèces 

d’arthropodes sont infectées par Wolbachia), et des nématodes. Même si Wolbachia est 

transmise maternellement, c’est-à-dire de la mère à la descendance, l’absence de congruence 

entre les phylogénies de différentes espèce hôtes et de leurs Wolbachia montrent l’existence 

de transferts horizontaux entre espèces hôtes (Werren et al. 2008). Sur des bases moléculaires 

(le gène Wolbachia surface protein), les bactéries Wolbachia ont été classées en différents 

super-groupes : les clades A, B, E, F, G, H et I comprennent les Wolbachia infectant les 

arthropodes (les clades A et B étant les plus représentés) (Fig 2) et les clades C et D celles 

présentent chez les nématodes. 

 

I.3.2. Phénotypes associés à Wolbachia 
 

La bactérie Wolbachia présente une grande diversité d’interactions avec ses hôtes. Il a 

été montré que la bactérie Wolbachia pouvait être un mutualiste obligatoire de la punaise de 

lit, Cimex lectularius, puisqu’elle fournit à son hôte de la vitamine B indispensable à sa survie 

(Hosokawa et al. 2010). Chez l’hyménoptère parasitoïde Asobara tabida, Wolbachia est 

nécessaire à l’ovogénèse (Dedeine et al. 2001). Wolbachia peut aussi être un mutualiste 

facultatif puisqu’elle est capable d’apporter des bénéfices directs pour la fitness de ses hôtes, 

comme par exemple augmenter la fécondité (Dobson et al. 2002b, 2004; Fry et al. 2004; 

Weeks et al. 2007; Unckless & Jaenike 2011), la longévité (Alexandrov et al. 2007; Toivonen 

et al. 2007; Gavotte et al. 2010; Brelsfoard & Dobson 2011) ou encore protéger ses hôtes 

contre des ennemis naturels, en particulier contre des infections virales. En effet, la présence 

de la bactérie Wolbachia peut diminuer très fortement la réplication des virus à ARN chez 

certaines espèces de drosophiles et de moustiques (Hedges et al. 2008; Teixeira et al. 2008;  
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Fig 3. Les quatre grands types de manipulation de la reproduction induite par la bactérie 

Wolbachia (Werren et al. 2008). 
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Osborne et al. 2009; Bian et al. 2010; Glaser & Meola 2010; Blagrove et al. 2012; Cattel et 

al. 2016b). Il a par exemple été montré que les souches de Wolbachia naturellement présentes 

chez Drosophila melanogaster, nommées wMel et wMelCS, empêchaient la multiplication du 

Drosophila C virus (DCV) et conféraient un phénotype protecteur à son hôte (Chrostek et al. 

2013). De par cette capacité à interférer avec la réplication virale, l’infection par certaines 

souches de Wolbachia va diminuer significativement la compétence vectorielle de plusieurs 

espèces de moustiques (Moreira et al. 2009). Ce phénotype s’étend même à d’autres 

pathogènes comme Plasmodium dans le genre Anopheles, où les femelles infectées par 

Wolbachia ont une quantité de sporozoïtes infectieux dans les glandes salivaires 

significativement inférieure aux femelles non infectées (Bian et al. 2013). Nous verrons plus 

loin que la capacité de Wolbachia à interférer avec la réplication virale est actuellement 

proposée pour limiter la transmission de virus tel que la Dengue chez le moustique Aedes 

aegypti.  

 Même si au cours de ces dernières années de nombreux phénotypes liés à l’infection 

par Wolbachia ont été découverts dans différents systèmes, la bactérie Wolbachia est 

davantage connue pour sa capacité à manipuler la reproduction de ses hôtes. Ces 

manipulations sont des conséquences de la transmission maternelle de la bactérie Wolbachia. 

Elles ont pour résultat de biaiser la sex-ratio en faveur des femelles ou de favoriser les 

femelles infectées aux détriments des compétiteurs non infectés. Quatre grands types de 

manipulation de la reproduction sont connus: la féminisation phénotypique, la parthénogénèse 

thélytoque, le male-killing et l’incompatibilité cytoplasmique (IC) (Fig 3) (Werren, Baldo & 

Clark 2008).  

Dans le cas de la féminisation, les individus génétiquement mâles infectés par 

Wolbachia sont fonctionnellement femelles (Fig 3). La féminisation n’a été observée que chez 

des crustacés isopodes terrestres (Cordaux et al. 2004). Chez le cloporte Armadillidium 

vulgare, la bactérie Wolbachia va empêcher le développement des glandes androgènes 

responsables de la différentiation des caractères primaires et secondaires chez les mâles 

(Cordaux et al. 2011). Chez les espèces haplo-diploïdes, les femelles engendrent des mâles 

par reproduction asexuée et des femelles par reproduction sexuée (parthénogénèse 

arrhénotoque). Certaines souches de Wolbachia sont capables de diploïdiser les œufs non 

fécondés, induisant la production de femelles par parthénogénèse thélytoque sans fécondation 

(Pannebakker et al. 2004) (Fig 3). Pour ces deux types de manipulation, parthénogénèse 

thélytoque et féminisation, les individus non transmetteurs, à savoir les mâles, deviennent des  



24 

                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4. Les différents types d’incompatibilité cytoplasmique. Chaque couleur représente des 

infections par différentes souches de Wolbachia. A: IC unidirectionnelle entre mâle infecté et femelle 

non infectée. B: IC unidirectionnelle entre individus infectés par différentes souches de Wolbachia. C: 

IC bidirectionnelle entre individus infectés par différentes souches de Wolbachia. D: IC 

unidirectionnelle entre mâle bi-infecté et femelle mono-infectée. 
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individus capables de transmettre la bactérie. Le nombre d’individus transmetteurs (individus 

femelles) dans la population va donc augmenter, ce qui est intéressant pour la bactérie car les 

mâles sont des « culs de sac évolutifs ». Wolbachia peut également causer la mort des 

embryons mâles (male-killing), ce qui permet de diminuer la compétition frère-sœur et de 

diminuer les risques de consanguinité. La mort des embryons mâles serait due à une sur-

régulation des gènes responsables de l’apoptose et de cassures de l’ADN dans le chromosome 

X uniquement chez le mâle (Harumoto et al. 2016). Enfin, l’incompatibilité cytoplasmique 

(IC), qui est le phénotype manipulateur de la reproduction de Wolbachia le plus répandu et 

sur lequel repose la TII. 

 

I.3.1.  L’incompatibilité cytoplasmique (IC) 
 

Description de l’IC 

 

Ce n’est qu’en 1971, à l’aide de traitements antibiotiques, que la bactérie Wolbachia 

est désignée comme l’agent responsable de l’IC chez le moustique Culex pipiens (Yen & Barr 

1971). Celle-ci peut survenir lors de croisements entre mâles infectés et femelles non 

infectées (Fig 4A) mais également entre individus infectés par différentes souches de 

Wolbachia. Chez les espèces diploïdes, l’IC aboutit à une mortalité embryonnaire 

anormalement élevée, pouvant aller jusqu’à 100% chez le moustique Culex pipiens par 

exemple (Atyame et al. 2011b). On parle d’IC unidirectionnelle si l’IC survient dans un seul 

sens de croisement (Fig 4B) et d’IC bidirectionnelle s’il y a mortalité embryonnaire dans les 

deux sens de croisements (Fig 4C). 

Le croisement entre une femelle infectée et un mâle non infecté étant compatible, tout 

comme le croisement entre individus infectés par la même souche de Wolbachia, les femelles 

infectées sont fortement avantagées par rapport aux femelles non infectées puisqu’elles 

peuvent avoir des descendants viables avec les deux types de mâles alors que les femelles non 

infectées n’auront des descendants viables qu’avec les mâles non infectés. L’IC procure donc 

un avantage sélectif fort aux femelles infectées qui peuvent envahir les populations 

initialement non infectées (Engelstädter & Telschow 2009). Lorsque l’IC est bidirectionnelle, 

l’issue de la compétition entre les deux souches va dépendre de leurs fréquences respectives: 

la souche la plus fréquente va éliminer la plus rare et va ainsi envahir la population hôte 

(Rousset et al. 1991).  
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Dans le cas d’infections multiples, l’IC va conférer un avantage reproductif aux 

femelles multi-infectées par rapport aux femelles mono-infectées (Fig 4D), ce qui permet à 

ces individus d’envahir les populations (Riegler & Stauffer 2002). En conséquence, les multi-

infections sont très fréquentes dans les populations naturelles. 

 

Les mécanismes de l’IC 

 

Certains mécanismes cytologiques de l’IC ont été décrits chez Drosophila simulans et 

Nasonia vitripennis (Serbus et al. 2008). Dans les embryons issus de croisements 

incompatibles, les chromosomes paternels tardent à se condenser par rapport aux 

chromosomes maternels, et sont alors perdus lors de la première mitose de l’œuf (Callaini et 

al. 1996, 1997; Lassy & Karr 1996; Tram & Sullivan 2002; Tram et al. 2006). L’effet de 

Wolbachia sur les chromosomes paternels n’est pas causé par la présence directe des bactéries 

car celles-ci sont éliminées des spermatozoïdes avant la fin de la spermatogénèse (Clark et al. 

2002; Riparbelli et al. 2007). Landmann et al. (2009) ont noté que chez D. simulans et D. 

melanogaster, le recrutement des histones par le pronucléus mâle est retardé avant la première 

division de l’œuf, ce qui perturbe le déroulement normal de la mitose. Il en résulte que, chez 

les espèces diploïdes, l’IC entraîne la mort des embryons incompatibles. Chez les espèces 

haplo-diploïdes, (où les œufs non fertilisés se développent en mâles), il existe deux 

conséquences de l’IC : soit elle cause la mort des œufs fécondés (mortalité femelles), soit 

Wolbachia cause l’haploïdie des œufs fécondés et l’embryon se développe en mâle (Breeuwer 

& Werren 1990). Chez Leptopilina heterotoma, une espèce d’Hyménoptère, l’IC induit la 

mort de tous les embryons fertilisés, suggérant qu’ils sont aneuploïdes (Vavre et al. 2000). 

 

Catégorisation phénotypique de l’IC 

 

L’IC peut être décrite comme un système poison/antidote où Wolbachia va induire une 

modification chez le mâle durant la spermatogénèse qui peut être restaurée dans l’œuf si la 

femelle est infectée par la même souche de Wolbachia (Werren 1997). Afin de formaliser la 

caractérisation des souches de Wolbachia vis-à-vis de l’IC, Werren (1997) propose de décrire 

l’IC comme un système de modification/sauvetage, appelé « modification (mod) / rescue 

(resc) ».  
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Ainsi 4 types de souches de Wolbachia ont été décrites, (i) mod+/resc+ où la souche 

inductrice d’IC est capable de restaurer les modifications dont la sienne, (ii) mod-/resc- où la 

souche n’induit pas d’IC et n’est pas capable de sauver la modification induite par d’autres 

souches, (iii) mod-/resc+, où la souche est non inductrice d’IC mais capable de sauver celle 

induite par d’autres souches et enfin (iv) mod+/resc-, où la souche est incapable de restaurer 

sa propre modification, scénario dit suicidaire, encore jamais décrit en milieu naturel.  

 

Facteurs influent sur l’IC 

 

L’expression des différents patrons d’IC, à la fois les fonctions mod et resc, sont très 

spécifiques car elles dépendent des génotypes hôtes et bactériens (Reynolds & Hoffmann 

2002; Weeks et al. 2002). D. simulans est un modèle exemplaire pour montrer toute la 

complexité de l’expression de l’IC. Cette espèce est naturellement infectée par différentes 

souches de Wolbachia, certaines inductrices d’IC telle que wRi, wNo et wHa, et d’autres qui 

n’en induisent pas comme les souches wAu et wMa (Merçot & Charlat 2004). Des 

expériences de transferts de souches d’une espèce hôte à une autre ont permis de mettre en 

évidence un effet hôte sur l’expression de la fonction mod. C’est le cas de la souche wMel qui 

n’induit pas d’IC chez son hôte naturel D. melanogaster (Boyle et al. 1993) mais qui, après 

transfert chez D. simulans, induit un taux d’IC d’environ 90% (Poinsot et al. 1998). Il en est 

de même pour la fonction resc qui peut varier selon le génotype hôte et dont l’expression et 

l’intensité sont souche-spécifique. Par exemple, après transfert chez D. simulans, la souche 

wYak, est capable de sauver l’IC induite par wRi mais pas celle induite par wMel (Zabalou et 

al. 2008).  

L’IC est connue pour décliner avec l’augmentation de l’âge des mâles (Turelli & 

Hoffmann 1995; Karr et al. 1998; Reynolds & Hoffmann 2002; Brennan & Anderson 2004; 

Weeks et al. 2007; Awrahman et al. 2014). Par exemple, chez D. simulans, les croisements 

avec des mâles âgés de 4 jours donnent un taux d’éclosion inférieur à 5%, qui passe à 27% 

avec des mâles âgés de 11 jours (Awrahman et al. 2014). Cependant ce patron n’est pas 

universel. Chez A. albopictus il n’y a pas d’effet de l’âge du mâle sur le taux d’IC (Moretti & 

Calvitti 2013). Cet effet de l’âge serait lié à la densité en Wolbachia dans les spermatocytes, 

qui serait plus faible chez les mâles âgés induisant peu d’IC (Bressac & Rousset 1993; Veneti 

et al. 2003).  
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Fig 5. Dynamique locale de l’épidémiologie de Wolbachia. Si le taux d’infection par Wolbachia 

est suffisant (au-dessus de la ligne rouge), le bénéfice procuré par l’IC aux femelles infectées est 

suffisant pour contrebalancer des coûts liés à l’infection ou une transmission maternelle imparfaite. La 

protection contre des pathogènes virulents réduit cette fréquence seuil et facilite le processus 

d’invasion (Vavre & Charlat 2012). 
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Par exemple, chez D. simulans le pourcentage de spermatocytes infectés par Wolbachia 

passe de 87% chez de jeunes mâles à 3% pour des mâles âgés d’un mois (Bressac & Rousset 

1993). La densité et la localisation de Wolbachia sont donc des paramètres clés de l’intensité 

de l’expression de l’IC. Indirectement, la température va également jouer un rôle 

prépondérant sur les niveaux d’IC car la densité bactérienne est sensible aux variations de 

température. Par exemple, chez Leptopilina heterotoma, des mâles élevés à 26°C ont une 

densité en Wolbachia deux fois plus élevée que des mâles élevés à 18°C (Mouton et al. 2006). 

A l’inverse, dans le genre Drosophila la densité bactérienne est inversement correlée à la 

température d’élevage (Clancy & Hoffmann 1998; Hurst et al. 2000), suggérant un effet 

important du génotype hôte et bactérien sur les conséquences des variations de températures 

sur la densité bactérienne (Mouton et al. 2006). Malgré son effet sur la densité bactérienne, 

chez L. heterotoma aucun effet de la température sur l’IC n’a été observé (Mouton et al. 

2006) alors que chez D. simulans, l’augmentation de la température diminue le taux d’IC 

(Hoffmann et al. 1990; Clancy & Hoffmann 1998). 

Le nombre d’accouplements influence également le taux d’IC. Des mâles vierges de D. 

simulans infectés par wRi et âgés de 11 jours induisent un taux d’IC d’environ 70% alors que 

des mâles du même âge, mais qui se sont déjà accouplés 1 à 3 fois par jour, induisent un taux 

d’IC de seulement 35% (Awrahman et al. 2014).  

 

Dynamique d’invasion de Wolbachia 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’IC permet à la bactérie Wolbachia d’envahir 

les populations hôtes. La sélection sur l’IC est fréquence-dépendante: plus la fréquence de la 

souche qui induit de l’IC est élevée et plus la vitesse à laquelle cette souche va envahir sera 

rapide. Les modèles mathématiques indiquent que plusieurs paramètres vont influencer la 

fréquence d’une souche incompatible dans les populations : (1) l’intensité de l’IC, (2) le taux 

de transmission maternelle et (3) le coût de l’infection sur la fitness des femelles (Hoffmann 

et al. 1990). Ces modèles théoriques permettent de prédire la fréquence au-dessus de laquelle 

la souche incompatible va envahir les populations et au-dessous de laquelle cette souche peut 

disparaître (Engelstädter & Telschow 2009) (Fig 5). Ainsi, si la souche de Wolbachia 

n’affecte pas la fitness de son hôte et que le taux de transmission et d’IC sont élevés, le seuil 

d’invasion sera faible.  
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La fixation de Wolbachia dans les populations (100% d’individus infectés) s’observe 

uniquement dans le cas où la transmission à la descendance est parfaite ou que l’IC est totale.  

En théorie, dans le cas de mono-infection, la coexistence de différentes souches incompatibles 

est impossible car elles sont supposées s’éliminer, sauf dans le cas où les populations sont 

structurées (Engelstädter & Telschow 2009). Cette capacité à envahir les populations grâce à 

l’IC a déjà été observée dans plusieurs systèmes en laboratoire (Dobson et al. 2002a) et en 

milieu naturel (Turelli & Hoffmann 1995). Par exemple, chez la mouche de la cerise, 

Rhagoletis cerasi, les individus bi-infectés par Wolbachia ont envahi les populations mono-

infectées en Europe (Riegler & Stauffer 2002).  

La théorie montre également que la protection contre des ennemis naturels peut 

entraîner l’invasion de symbiotes potentiellement coûteux et transmis verticalement sans 

manipulation de la reproduction (Lively et al. 2005; Jones et al. 2007). Certaines souches de 

Wolbachia inductrices d’IC sont également capables de protéger leurs hôtes contre des 

ennemis naturels (Martinez et al. 2015). Dans ce cas, le bénéfice lié à la protection va faciliter 

l’invasion en diminuant le seuil au-dessus duquel la souche peut envahir les populations 

(Fenton et al. 2011). L’invasion sera d’autant facilitée que le pathogène est virulent et en 

prévalence élevée (Vavre & Charlat 2012). 

 

I.4. Wolbachia au service de l’humain: du fondamental à l’appliqué 

 

A partir des années 1960, il a été imaginé par la communauté scientifique que, parmi les 

diverses interactions que pouvait avoir la bactérie Wolbachia avec ses hôtes, certaines 

pourraient être d’utilité publique. Trois approches principales ont été proposées jusqu’à 

maintenant, toutes se basant uniquement ou partiellement sur l’utilisation de l’IC, avec deux 

stratégies bien distinctes: (i) remplacer les populations d’hôtes résidentes par des individus 

dont la compétence vectorielle est affectée par la présence de la bactérie Wolbachia, (ii) 

diminuer la taille des populations de l’espèce cible par la stérilisation. La première approche 

n’est donc exploitable que sur des espèces vecteurs de pathogènes. Ces deux stratégies sont 

détaillées dans les sous-parties suivantes. 
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I.4.1. Remplacement des populations  
 

L’approche de remplacement des populations a été étudiée uniquement chez des 

moustiques vecteurs de pathogènes pour l’Homme, en particulier le moustique Aedes aegypti. 

L’objectif de cette approche est de remplacer les populations de l’espèce ciblée par une lignée 

de laboratoire qui possède des caractéristiques intéressantes conférées par Wolbachia pour la  

lutte anti-vectorielle. Le but est d’utiliser le pouvoir invasif de Wolbachia conféré par l’IC 

pour que la nouvelle population remplace la résidente (O’Neill et al. 1997). Le principe 

consiste à introduire dans l’espèce cible une souche de Wolbachia induisant de l’IC puis à 

relâcher des mâles et des femelles infectés par cette nouvelle souche afin qu’ils envahissent la 

population. En plus de générer des taux d’IC élevés avec les femelles sauvages, la souche de 

Wolbachia nouvellement introduite va induire des phénotypes potentiellement exploitables 

pour diminuer la compétence vectorielle de l’espèce cible. Deux principales stratégies ont été 

imaginées et développées ces dernières années pour diminuer la capacité du vecteur à 

transmettre des virus.  

 

Stratégie du « Life-Shortening » 

 

Certaines souches de Wolbachia peuvent être virulentes pour leurs hôtes. La souche de 

Wolbachia wMelPop par exemple (proche de wMel), présente dans des lignées de D. 

melanogaster (uniquement en laboratoire) affecte significativement la survie des individus 

(Min & Benzer 1997). Ce coût sur la fitness est due à une prolifération excessive de la 

bactérie dans le cerveau, les muscles et la rétine et cause une dégénérescence des tissus (Min 

& Benzer 1997). Cette multiplication bactérienne excessive serait due à une amplification 

d’une région du génome, appelée octomom, présente en 7 copies chez wMelPop alors qu’une 

seule est retrouvée chez wMel (Chrostek et al. 2013). Il a été proposé que cette souche 

pourrait être utilisée afin de diminuer l’espérance de vie des populations de moustiques 

(Handler & James 2000), l’objectif étant que les femelles meurent avant de pouvoir 

transmettre des virus nouvellement acquis après un repas sanguin. Chez Aedes aegypti, la 

période d’incubation extrinsèque, c’est-à-dire le temps de latence entre l’ingestion du virus de 

la Dengue et sa capacité à le transmettre est d’environ 2 semaines (Watts et al. 1987). Pour 

tester cette approche, la souche wMelPop a été transférée chez le moustique Aedes aegypti.  
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Les croisements ont révélé 100% d’IC unidirectionnelle (McMeniman et al. 2009), permettant 

théoriquement à wMelPop d’envahir les populations. De plus, l’infection par wMelPop réduit 

significativement la survie des femelles infectées qui survivent en moyenne 25 jours au lieu 

de 43 jours pour les non infectées (McMeniman et al. 2009; Yeap et al. 2011). D’autres traits 

d’histoire de vie ont également été mesurés afin d’évaluer si l’infection par wMelPop induisait 

des coûts supplémentaires qui pourraient nuire à son invasion dans les populations. Une 

diminution du taux d’éclosion, en particulier après une période de dessiccation des œufs 

(Yeap et al. 2011, 2014), et une perte de fécondité (McMeniman & O’Neill 2010; Yeap et al. 

2011) ont été observées. Malgré un taux d’IC et une transmission maternelle élevée, il semble 

que la dynamique d’invasion d’une souche virulente soit complexe et trop dépendante des 

conditions écologiques du milieu pour une application concrète (McMeniman & O’Neill 

2010; Yeap et al. 2011). 

 

Diminution de la compétence vectorielle 

 

Chez le moustique ce sont des expériences de transferts de souches de Wolbachia 

d’une espèce à une autre qui ont pu mettre en évidence que cette bactérie pouvait réduire la 

capacité du moustique à transmettre différents pathogènes (Kambris et al. 2009; Moreira et al. 

2009; Bian et al. 2010, 2013; Walker & Moreira 2011; Blagrove et al. 2012). Les bactéries 

Wolbachia appartenant au groupe wMel (wMel, wMelPop, wAlbB) ont été particulièrement 

étudiées car elles interfèrent avec une large diversité de pathogènes tels que les virus du 

Chickungunya ou de la Dengue mais également contre des nématodes filaires (Kambris et al. 

2009; Andrews et al. 2012) et des Plasmodium (Moreira et al. 2009; Bian et al. 2013). 

 Les principaux efforts de recherche concernant cette technique ont été menés chez le 

moustique A. aegypti, naturellement non infecté par Wolbachia, et chez lequel la souche 

wMel a été introduite. La présence de cette souche de Wolbachia chez les femelles réduit 

significativement la réplication virale au sein des glandes salivaires, ce qui diminue fortement 

la capacité des femelles à transmettre le virus de la Dengue (Moreira et al. 2009). De plus, les 

mâles infectés par wMel induisent un taux d’IC très élevé lors de croisements avec des 

femelles non infectées. Des tests en cages à populations en conditions naturelles (placées en 

extérieur) ont montré que cette souche pouvait envahir une population composée de 

moustiques sauvages (Walker et al. 2011). Suite à ces expériences les autorités australiennes 

ont autorisé des lâchers dans deux localités dans le nord-est de l’Australie.  
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En l’espace de 10 semaines, environ 150 000 moustiques ont été lâchés sur chaque site: une 

fixation de Wolbachia a été obtenue dans un des sites et, dans le second, 90% des individus 

étaient infectés 5 semaines après la fin des lâchers (Hoffmann et al. 2011). Un programme à 

l’échelle mondiale, nommé « eliminate dengue » a été initié en 2014 avec des lâchers sur 

quatre sites en Australie, un au Vietnam, deux en Indonésie, un en Colombie et un au Brésil 

(www.eliminatedengue.org). Contrairement aux méthodes de suppression des populations qui 

reposent uniquement sur des lâchers de mâles, le grand avantage de cette approche est qu’elle 

ne nécessite pas de méthode de sexage à grande échelle. Cependant ici le ménage à trois entre 

le moustique, la bactérie Wolbachia et le virus est soumis à la sélection naturelle. Cela pose 

des questions sur la coévolution entre les différents partenaires, notamment sur l’évolution de 

la virulence du virus et de sa capacité à contourner la « barrière Wolbachia ». De plus, cette 

approche ne se limite qu’à des organismes vecteurs. 

 

I.4.2. Suppression des populations 
 

Analogue à la TIS, la Technique de l’Insect Incompatible (TII) repose sur des lâchers 

fréquents et inondatifs exclusivement composés de mâles, infectés par une souche de 

Wolbachia induisant de l’IC lors de croisements avec les femelles présentes dans la 

population cible, avec pour même objectif de diminuer les densités de populations (Boller et 

al. 1976; Riegler & Stauffer 2002). Cette technique avait été utilisée avant que le lien soit fait 

entre l’IC et l’infection par Wolbachia, à Okpo en Birmanie pour lutter contre le moustique 

Culex quinquefasciatus. En effet, Laven (1967) avait remarqué que les relations de 

compatibilité variaient en fonction des origines géographiques des moustiques. Par exemple, 

les mâles échantillonnés à Paris induisaient des taux d’IC très élevés lors de croisements avec 

des femelles présentes à Myanmar. Il s’en est suivi des lâchers journaliers de 5000 mâles 

pendant 3 mois alors que la taille de la population cible était estimée entre 1000 et 2000 

individus. A la fin de l’expérimentation, stoppée par l’arrivée des moussons, le nombre 

d’œufs pondus ainsi que les pourcentages des taux d’éclosion avaient très nettement diminué, 

faisant de cette expérience la première démonstration de l’efficacité de la TII en milieu 

naturel (Laven 1967). 

Depuis le système Culex-Wolbachia a largement été étudié. Nous savons que la 

Wolbachia infectant Culex pipiens, nommée wPip est fixée dans les populations et qu’il existe 

cinq souches (nommées wPip-I à V) (Atyame et al. 2011a) avec des relations  
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d’incompatibilité complexes. L’utilisation de la TII pour lutter contre les populations de C. 

pipiens est toujours d’actualité, principalement dans les îles du sud-ouest de l’Océan Indien. 

Des croisements individuels ont montré que des mâles infectés par la souche wPip-IV 

(provenant de Turquie) induisaient des taux d’IC proches de 100% lors de croisements avec 

des femelles infectées par wPip-I, la seule souche présente dans les différentes îles ciblées 

(Atyame et al. 2011b). La technique, évaluée en cages à populations et en conditions semi-

naturelles, a montré d’excellents résultats (Atyame et al. 2015), proposant une alternative 

concrète aux insecticides pour lutter contre ce moustique dans cette région du globe. 

Le système Culex-Wolbachia est particulier car il est le seul où l’on retrouve une telle 

diversité de souches de Wolbachia, avec certaines capables d’induire de l’IC qui n’est pas 

sauvée par d’autres. Dans la majorité des autres cas soit l’espèce cible est naturellement non 

infectée par Wolbachia, soit infectée par une ou plusieurs souches n’induisant pas ou trop peu 

d’IC pour l’application de la TII. Dans ces systèmes, l’introduction de souches de Wolbachia 

exogènes (connues pour induire de l’IC) dans l’espèce cible est nécessaire. Cette introduction 

s’effectue via des microinjections de cytoplasme d’un embryon infecté à un autre (Hughes & 

Rasgon 2014), ou par l’introgression du génotype de l’espèce cible dans une espèce proche et 

naturellement infectée par une souche inductrice d’IC (croisements sur plusieurs générations 

entre des mâles de l’espèce cible et des femelles infectées par la souche inductrice d’IC). Cela 

a été expérimenté chez le moustique Aedes polynesiensis, naturellement infecté par une 

souche de Wolbachia n’induisant pas d’IC, dans lequel le génome nucléaire a été introduit par 

introgression avec Aedes riversi, espèce infectée par une souche de Wolbachia exprimant de 

l’IC (Brelsfoard et al. 2008). Suite à l’obtention de cette nouvelle lignée, des croisements ont 

montré que de l’IC bidirectionnelle avec des taux proches de 100% était exprimée et que les 

mâles stérilisants avaient une compétitivité sexuelle similaire à celle des mâles sauvages en 

conditions de laboratoire (Brelsfoard et al. 2008) et semi-naturelle (Chambers et al. 2011). 

Des essais pilotes ont été menés dans des îles de Polynésie française avec des lâchers de 3 800 

mâles par semaine pendant 30 semaines, représentant un total d’environ 37% de la population 

de mâles résidents durant les phases de lâchers. Les densités de populations ont été suivies sur 

trois sites, deux sites contrôles (sans lâcher) et un site expérimental (avec lâchers), et une 

diminution significative de la taille des populations a été observée sur le site expérimental 

(O’Connor et al. 2012). 

D’autres expériences ont été menées dans le genre Aedes, chez le moustique Aedes 

albopictus, vecteur de la Dengue et du chickungunya, et naturellement infecté par deux  

  



42 

  



43 

souches de Wolbachia. Cette fois des microinjections ont été réalisées dans le but d’introduire 

la souche wPip (provenant de Culex pipiens molestus) dans une lignée de ce moustique non 

infectée (traitée aux antibiotiques) (Calvitti et al. 2010). Des taux d’éclosions compris entre 0 

et 1% ont été observés lors des croisements entre les mâles infectés par wPip et les femelles 

bi-infectées par leurs souches naturelles (Calvitti et al. 2010; Atyame et al. 2016). De plus, 

une IC bidirectionnelle partielle a été observée, à savoir que lors de croisements entre les 

femelles ARwP et les mâles bi-infectés, seulement 20% de la descendance était viable 

(Calvitti et al. 2012). La probabilité de remplacement des populations en cas de lâchers 

accidentels de femelles était donc ici très faible. L’ensemble de ces résultats font de la TII une 

approche prometteuse pour lutter contre A. albopictus en Europe. Cependant, à l’heure 

actuelle aucun projet en conditions naturelles n’a été lancé.  

Bien que les moustiques soient les acteurs privilégiés du développement de 

l’utilisation de mâles stériles, la TII a également été envisagée pour lutter contre des espèces 

ravageurs de cultures. Boller et al. (1976) ont initié des travaux sur la mouche de la cerise, 

Rhagoletis cerasi. Plusieurs populations ont été échantillonnées en Europe, et différentes 

combinaisons de croisements ont montré qu’il existe des relations de compatibilités 

différentes selon l’origine géographique des individus, à savoir que les mâles des populations 

du sud de l’Europe sont capables de stériliser les femelles des populations localisées plus au 

nord. Cette approche fait totalement écho aux travaux menés par Laven (1967) chez le 

moustique Culex fatigans. Alors que la bactérie Wolbachia venait tout juste d’être reconnue 

comme responsable de l’expression de l’IC en 1971, plusieurs hypothèses avaient été 

proposées par Boller et al. (1976) pour expliquer ces patrons d’incompatibilités : (1) 

incompatibilité génétique, (2) incompatibilité cytoplasmique, (3) incompatibilité induite par 

des microorganismes. Quelques années plus tard, avec l’avènement de la biologie 

moléculaire, l’association R. cerasi-Wolbachia a été plus précisément décrite. En accord avec 

les observations de Boller et al. (1976), Riegler & Stauffer (2002) ont montré que les 

populations de R. cerasi localisées plus au nord étaient mono-infectées par wCer1 et que les 

populations localisées plus au sud était bi-infectées par wCer1 et wCer2. La présence de 

wCer2 chez les mâles serait donc la cause de l’incompatibilité observée dans les populations 

européennes dans les années 1970 (Boller et al. 1976; Riegler & Stauffer 2002). Au vu des 

taux d’IC induits par wCer2, il a été suggéré que cette souche pouvait être intéressante dans le 

cadre de la TII, notamment pour lutter contre la mouche méditerranéenne des fruits, Ceratitis 

capitata, naturellement non infectée par Wolbachia.  
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Fig 5. A: Photographies d’adultes de D. suzukii. Le mâle à ailes tachetées à gauche et la 

femelle à droite (Crédit photo: Thibault Andrieux). B: Morphologie des ovipositeurs des 

espèces proches de D. suzukii (échelle: 50μm) (Atallah et al. 2014). 
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Les souches wCer2 et wCer4 (décrite par Zabalou et al. 2004) infectant naturellement 

R. cerasi ont été transférées chez Ceratitis capitata. Les croisements entre les mâles infectés 

par wCer2 ou wCer4 et les femelles non infectées ont abouti à 100% de mortalité 

embryonnaire (Zabalou et al. 2004). Des expériences en cages à populations ont ensuite 

montré que ces mâles pouvaient induire une suppression de la population à partir d’un ratio 

1:50 (mâles non infectés : mâles infectés par wCer2) (Zabalou et al. 2004). Le même 

processus expérimental a été mené chez Bactrocera oleae, un ravageur majeur de l’olivier 

naturellement non infecté par Wolbachia, où le transfert de wCer2 a également abouti à des 

taux d’IC très élevés (Apostolaki et al. 2011). 

La TII a également été explorée chez la pyrale de l’amande, Cadra cautella. Des 

expérimentations en laboratoire (Brower 1979) et en conditions semi-naturelles dans des 

cages de 12m2 (Brower 1980) ont montré que cette technique pouvait être efficace pour lutter 

contre ce ravageur.  

La TII a été initiée sur plusieurs modèles d’intérêts, à impact sanitaire ou économique, 

et a majoritairement donné des résultats prometteurs. Cependant, la plupart des projets n’ont 

jamais dépassé le stade « laboratoire » et, à l’heure actuelle, cette technique n’est pas utilisée 

en milieu naturel. Au cours de cette thèse nous avons cherché à savoir si la TII pouvait être 

utilisée pour lutter contre Drosophila suzukii, une espèce invasive et ravageur de cultures. La 

partie suivante va s’attacher à la description de cette espèce et faire le point sur les méthodes 

de lutte envisagées et utilisées à l’heure actuelle pour limiter les dégâts qu’elle induit. 

 

I.5. Drosophila suzukii, la mouche à ailes tachetées 
 

I.5.1. Biologie et Ecologie de l’espèce 
 

Taxonomie et morphologie 

 

Drosophila suzukii (Diptera, Drosophilidae) est une drosophile de 2 à 3 mm de long 

aux yeux rouges, au corps marron jaune avec de légères stries noires sur l’abdomen (Fig 5A). 

Au niveau phylogénétique D. suzukii fait partie du groupe melanogaster et du sous-groupe 

suzukii. Des erreurs d’identification peuvent être commises en Asie car certaines espèces 

proches comme D. subpulchrella et D. biarmipes présentent des caractéristiques similaires 

(Fig 5B).  
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 Un dimorphisme sexuel très marqué est présent chez D. suzukii: le mâle possède une 

tâche noire à l’extrémité de chacune de ses ailes et la femelle à un ovipositeur sclérotinisé 

(Walsh et al. 2011) (Fig 5B).  

 

Cycle de développement 

 

Le cycle de vie de D. suzukii comprend 4 stades principaux : œuf, larve (L1 à L3), 

pupe et adulte. A 22°C le cycle entier chez la femelle dure environ 14 jours, et peut aller de 

79 jours à 10°C à 12 jours à 30°C (Tochen et al. 2014). 10 et 30°C représentent l’intervalle de 

températures pour lequel des cycles entiers peuvent être encore réalisés (Dalton et al. 2011; 

Tochen et al. 2014) même si les mortalités sont conséquentes pour ces extrêmes, seulement 

10% à 10°C et 2% à 30°C des individus survivent du stade œuf à adulte (Tochen et al. 2014). 

De plus, une fécondité nulle des femelles a été observée pour ces températures extrêmes. Les 

différentes études sur la fécondité réalisées en laboratoire à 21°C montrent des résultats 

contrastés , entre 1 et 3 œufs pondus par jour (Mitsui et al. 2006), 5 (Asplen et al. 2015) ou 20 

(Tochen et al. 2014). Il semble difficile d’avoir une idée précise de la fécondité tant le milieu 

de ponte et le stade de maturité du fruit peuvent avoir une influence importante (Mitsui et al. 

2006). 

 Bien que la fécondité de D. suzukii soit plus faible que celle d’autres espèces proches 

comme D. melanogaster par exemple (jusqu’à 60 œufs pondus par femelle par jour à 25°C) 

(David & Croissant 1956), les femelles sont capables de pondre de 10 à 59 jours, environ 400 

œufs peuvent ainsi être pondus au cours d’une vie. Le temps de génération étant assez court 

(de 8 à 15 jours), on estime qu’il pourrait y avoir entre 7 et 15 générations dans l’année, ce qui 

peut conduire, avec des conditions climatiques favorables, à une explosion de la taille des 

populations (Mitsui et al. 2006; Walsh et al. 2011).  

 

I.5.2. Historique de son invasion 
 

D. suzukii  est originaire de l’Asie du sud-est où elle a été identifiée dans de nombreux 

pays entre les années 1930 et 2000, notamment dans la partie est de la Chine, à Taiwan, en 

Corée du Nord et du Sud, au Pakistan, à Myanmar, en Thaïlande, à l’est de la Russie et en 

Inde (Cini et al. 2012). D. suzukii a ensuite été détectée à Hawaï en 1980 puis en Europe et 

aux Etats-Unis en 2008 (Calabria et al. 2012; Cini et al. 2012).  
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Fig 6. Scénarios possibles des routes d’invasions mondiales de D. suzukii à partir de données 

de microsatellites et des dates de premières observations. Les données moléculaires incluent un 

total de 684 individus collectés dans 23 sites géographiques différents et génotypés sur 25 marqueurs 

microsatellites. Pour chaque site, les dates de premières observations sont indiquées en italique. Les 

codes couleurs correspondent aux différents groupes génétiques identifiés après « clustering » (carte 

adaptée de Fraimout et al. en révision).  
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En Europe, elle aurait été observée pour la première fois en Espagne et en Italie en 2008, puis 

dans le sud de la France en 2009. Elle a ensuite été détectée dans de nombreux pays 

européens en 2011 (Slovénie, Croatie, Suisse, Autriche) et en 2012 (Allemagne, Belgique, 

Pays-Bas, Royaume-Unis, Hongrie) (Cini, Ioriatti & Anfora 2012; Asplen et al. 2015). Aux 

Etats-Unis, elle a été identifiée pour la première fois en 2008 en Californie, puis en 2009 en 

Oregon, du sud de la Californie jusqu’en Colombie britannique ainsi qu’au Canada (Asplen et 

al. 2015). Elle est désormais présente sur l’ensemble du continent Nord-Américain. D. suzukii 

a également été retrouvée en Amérique du sud, au Brésil en 2013 (Deprá et al. 2014) et plus 

récemment sur l’île de La Réunion par la Fédération Départementale des Groupements de 

Défense contre les Organismes Nuisibles (FDGDON). 

 L’invasion rapide et à grande échelle de D. suzukii a probablement eu lieu par le 

transport de marchandises contaminées. Les œufs et les jeunes larves sont généralement 

indétectables facilitant son transport par l’Homme. Suite à l’invasion de D. suzukii en Europe,  

les volumes d’importation de fruits ont été corrélés aux points probables d’introduction et il 

semblerait que le pays méditerranéen le plus à risque soit la France (Cini et al. 2014). 

Des marqueurs microsatellites ont été développés (Fraimout et al. 2015) pour 

permettre de réaliser des études de génétique des populations et déterminer les routes 

d’invasions de cette espèce à l’échelle mondiale (Fraimout et al. en révision). Au total 23 

populations ont été étudiées (6 d’Asie, 1 d’Hawaï, 3 de l’ouest et 4 de l’est des Etats-Unis, 7 

d’Europe, 1 du Brésil et 1 de La Réunion). Les résultats indiquent qu’il existe une faible 

différenciation au sein des populations de l’aire d’origine ainsi qu’au sein des populations 

européennes contrairement aux populations américaines qui sont davantage différenciées. La 

comparaison des populations intercontinentales montre que les invasions en Europe et aux 

Etats-Unis sont survenues de manière indépendante et que ces populations ont une richesse 

allélique moindre que les populations asiatiques, ce qui suggère un goulot d’étranglement 

important durant les phases d’invasion. Plusieurs routes d’invasion probables ont ainsi pu être 

définies. Les populations de l’ouest des Etats-Unis (zone d’introduction suspectée) 

proviendraient soit de l’est de la Chine, soit d’individus provenant du Japon et préalablement 

établis à Hawaï (Fig 6). Les populations de l’est seraient des populations qui ont migré de 

l’ouest. Quant aux populations européennes, deux scénarios sont possibles. En effet, les 

populations du sud de la France et du nord de l’Italie seraient plus proches génétiquement des 

populations de l’est de la Chine, alors que deux populations localisées plus au nord (nord de la  
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Fig 7. Variation phénotypique de D. suzukii en conditions de laboratoire. Les morphes estivaux 

(plus clairs) se sont développés à 20°C (16h:8h de photopériode) et les morphes hivernaux (plus 

sombres) à 10°C (12h:12h de photopériode) (Shearer et al. 2016). 
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France et Allemagne) seraient plus proches génétiquement des populations de l’est des Etats-

Unis (Fig 6). 

 

Dynamique des populations 

 

Les paramètres qui impactent le plus la dynamique des populations de D. suzukii sont 

la température, l’humidité (Shearer et al. 2016; Tochen et al. 2016) et la disponibilité en 

ressources (Kimura 2004; Mitsui et al. 2006; Lee et al. 2015). Selon la localisation des 

populations étudiées et les années, il peut y avoir un ou deux pics des populations au cours 

d’une année, un en début de printemps et un au début de l’automne (Harris et al. 2014; Asplen 

et al. 2015; Wang et al. 2016). En Asie D. suzukii est préférentiellement trouvée à des 

altitudes et des latitudes plus élevées que certaines espèces proches (Ometto et al. 2013). Au 

Japon, des observations de femelles sexuellement immatures durant l’hiver montrent qu’elles 

sont capables de rentrer en diapause reproductive (Kanzawa 1939; Mitsui et al. 2010).  

 De plus, des piégeages sur le long terme montrent que les adultes peuvent être encore 

en activité durant l’hiver (Rossi-Stacconi et al. 2016; Wang et al. 2016). D’autres hypothèses 

ont également été avancées concernant le passage de l’hiver de D. suzukii: les populations 

américaines et européennes seraient capables de résister aux conditions hivernales en 

exploitant des milieux anthropiques (Kimura 2004; Dalton et al. 2011; Jakobs et al. 2015) ou 

encore en développant des morphes hivernaux (Fig 7) (Asplen et al. 2015; Shearer et al. 

2016). 

 Les morphes hivernaux ont une meilleure survie à des températures plus faibles que 

les morphes estivaux (Stephens et al. 2015). Des piégeages en Oregon ont montré que la taille 

des ailes et le degré de mélanisation étaient des traits variables d’une saison à l’autre avec une 

augmentation de la taille des ailes à l’approche de l’hiver, résultats confirmés en conditions de 

laboratoire (Shearer et al. 2016). 

 

Polyphagie et ravages sur cultures 

 

Contrairement à la majorité des autres espèces de drosophiles qui pondent leurs œufs 

sur des substrats en décomposition, D. suzukii est capable de pondre ses œufs dans des fruits 

sains avant la récolte à l’aide de son ovipositeur sclérotinisé (Fig 5B) (Atallah et al. 2014).  
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Des échantillonnages de baies provenant d’une forêt du nord de la France ont montré que D. 

suzukii était capable de se développer sur 33 espèces de plantes différentes (Poyet et al. 2015). 

Au Japon, elle pond préférentiellement ses œufs sur cerise, pêche, prune, kaki, fraise et raisin 

mais elle peut aussi être opportuniste et se développer sur d’autres types de fruits (Kanzawa 

1939). En Europe et aux Etats-Unis D. suzukii est un problème majeur surtout pour les 

cultures de fruits rouges où les dégâts les plus importants ont été répertoriés dans les 

exploitations de framboise, fraise, cerise, mûre et myrtille (Lee et al. 2011).  D. suzukii peut 

aussi engendrer des dégâts sur prune, pêche, abricot, kiwaï et figue. Elle peut également 

accomplir un cycle de développement complet sur raisin même si ce fruit ne fait pas parti de 

ses hôtes préférentiels (Bellamy et al. 2013; Ioriatti et al. 2015). En plus des dégâts directs 

causés par la ponte dans des fruits sains, elle peut être également vectrice de bactéries du 

genre Acetobacter, responsable de la pourriture acide dans les vignes (Ioriatti et al. 2015). 

Les pertes économiques dues à la présence de D. suzukii en Californie, en Oregon et 

dans l’état de Washington ont été estimées en 2008 à 33.4 millions de dollars sur fraise, 56.7 

sur myrtille, 156.6 sur framboisier et 174.8 sur cerise (Bolda et al. 2010). Ces coûts sont 

potentiellement sous-estimés car la baisse de production peut engendrer une augmentation des 

prix de vente (Goodhue et al. 2011). Dans les Alpes-Maritimes il y aurait eu 80% de pertes en 

2010 en culture de fraise et 30 à 40% de pertes en Italie sur les principales cultures de fruits 

rouges. En 2013, il y aurait eu 35% de pertes dans la production de cerise liées à la présence 

de D. suzukii. En 2016, la perte en cerise liée à la présence de D. suzukii dans les Coteaux-du-

lyonnais est estimée à 1 million d’euros sur un chiffre d’affaire total de 8 millions d’euros. 

Cette drosophile est placée sur la liste rouge de l’organisation européenne et méditerranéenne 

de protection des plantes depuis 2011 et de nombreux travaux de recherche ont été menés 

pour proposer des réponses aux professionnels du secteur des fruits rouges.  

 

Méthodes de luttes 

 

Utilisation de produits phytosanitaires 

 

Au Japon les populations de D. suzukii sont d’abord contrôlées par l’utilisation de 

pesticides (Lee et al. 2011). Aux Etats-Unis la première réponse face à l’invasion a été de 

mettre en place des systèmes de piégeage mais également de recourir aux produits 

phytosanitaires (Lee et al. 2011).  
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Plusieurs études ont testé l’efficacité de différentes familles d’insecticides via des bio-

essais en conditions de laboratoire sur des lignées américaines. La pulvérisation de 

pyréthrinoïdes, d’organophosphorés et de spinosad chez l’adulte induit une mortalité de 100% 

24h après application (Beers et al. 2011; Bruck et al. 2011; Van Timmeren & Isaacs 2013). 

Les résidus de pesticides sur les fruits ont également un effet significatif sur la survie des 

adultes 5 à 14 jours après l’application (Bruck et al. 2011). Ces études s’accordent à dire que 

les néonicotinoïdes ne donnent pas de résultats satisfaisants. D. suzukii pond ses œufs sur des 

fruits matures, donc peu de temps avant la récolte. Cependant, aucun traitement ne doit être 

appliqué sur les fruits 7 jours avant la récolte, ce qui peut limiter la protection des cultures par 

le biais de la lutte chimique contre D. suzukii. 

 

Les parasitoïdes 

 

Les parasitoïdes sont des auxiliaires de lutte classiquement utilisés en lutte biologique. 

En population naturelle, la proportion de larves et de pupes de drosophiles infestées par des 

parasitoïdes démontre l’importance de ce type d’organismes dans la régulation des 

populations de drosophiles (Fleury et al. 2004). Plusieurs études ont été menées chez D. 

suzukii pour tester l’efficacité de différentes espèces de parasitoïdes présentes dans les aires 

nouvellement colonisées, mais les taux de succès parasitaire sont nettement inférieurs à ceux 

observés lors d’infestations par des parasitoïdes présents dans l’aire d’origine (Kacsoh & 

Schlenke 2012; Rossi Stacconi et al. 2015; Daane et al. 2016). En effet, les parasitoïdes 

larvaires présents en Europe, tels que Leptopilina boulardi, L. heterotoma et Asobara tabida 

ont montré une faible capacité à se développer sur D. suzukii. Les infestations par ces 

parasitoïdes induisent une forte réponse immunitaire et un taux d’encapsulation des œufs 

élevé chez D. suzukii (Chabert et al. 2012; Kacsoh & Schlenke 2012; Poyet et al. 2013). Les 

parasitoïdes de pupes locaux ont montré de meilleurs résultats. Par exemple, l’utilisation de 

Trichopria cf drosophilae a donné des taux de succès compris entre 40 et 85% en conditions 

de laboratoire (Chabert et al. 2012). Le parasitoïde Pachycrepoideus vindemmiae est 

également capable de se développer sur D. suzukii, avec des taux de succès parasitaire 

d’environ 60% (Chabert et al. 2012; Rossi Stacconi et al. 2013). Des échantillonnages en 

Italie et en Oregon ont mis en évidence que ce parasitoïde était capable d’infester des pupes 

de D. suzukii même si la présence de cette espèce ne semble pas suffisante pour réguler les 

populations (Rossi Stacconi et al. 2013; Miller et al. 2015).  
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Cependant, des projets sont en cours pour tester l’utilisation d’augmentarium, structure à 

maillage particulier, dont l’objectif est de produire massivement des parasitoïdes en extérieur 

pour augmenter les densités de populations de parasitoïdes.

En Asie, plusieurs espèces de parasitoïdes larvaires généralistes qui se développent sur 

D. suzukii ont été identifiées tels que Asobara Japonica, A. tabida, Ganaspis xanthopoda,

Leptopilina japonica (Ideo et al. 2008; Mitsui et al. 2010; Novković et al. 2011; Kasuya et al.

2013; Nomano et al. 2014). A. japonica, par exemple, a un taux de succès parasitaire de 79% 

en laboratoire (Kacsoh & Schlenke 2012). Des échantillonnages de fruits infestés dans la 

nature ont permis d’identifier récemment de nouvelles espèces de parasitoïdes spécialistes de 

D. suzukii appartenant au genre Asobara et une lignée particulière de G. xanthopoda (Kasuya 

et al. 2013; Nomano et al. 2014). Des expériences en conditions de laboratoire ont montré que 

cette dernière avait un taux de succès parasitaire d’environ 30% sur des larves se nourrissant 

sur cerise et de 0% sur des larves placées sur un milieu artificiel (Kasuya et al. 2013).

impacter les populations locales de drosophiles telles que D. melanogaster et D. simulans.

Les prédateurs

Woltz et al. (2015) ont évalué l’efficacité de la punaise Orius insidiosus et du 

Coléoptère Dalotia coriaria. Ces organismes sont utilisés en lutte biologique en cultures 

maraîchères pour leur capacité à se nourrir de tous les stades de thrips et d’autres insectes 

dont l’aleurode et le puceron mais ne sont pas des prédateurs naturels de drosophiles. Pour ces 

deux agents de lutte biologique, aucun effet significatif sur la survie larvaire et adulte de D.

suzukii n’a été observé. Des essais menés sur le champignon entomo-pathogène Beauveria 

bassiana, utilisé depuis de nombreuses années en lutte biologique contre des organismes très 

variés, n’ont donné aucun résultat probant, tout comme les espèces de nématodes appartenant 

au genre Steinernema, parasites obligatoires d’insectes (Gargani et al. 2013; Cuthbertson et 

al. 2014; Woltz et al. 2015).

La description récente de ces parasitoïdes spécialistes en Asie ouvre des pistes 

intéressantes dans l’optique d’utilisation de ces ennemis naturels. La lutte biologique par 

l’utilisation de ces parasitoïdes, si elle doit être mise en place en Europe et en Amérique du 

Nord, nécessitera donc l’introduction d’une espèce exotique dans l’environnement. Dans ce 

cas, l’espèce introduite devra se développer spécifiquement sur D. suzukii pour ne pas 
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Piégeages massifs 

 

De nombreux produits en mélange ont été développés pour réaliser du piégeage 

massif: mélanges de liquides fermentés (vin, vinaigre, jus de fruits) et attractifs volatils avec 

diffuseurs. Cependant il n’y a pour l’instant aucune preuve que le piégeage massif soit 

efficace pour lutter contre D. suzukii puisqu’aucune réduction significative des dégâts sur les 

cultures n’a été observée en présence des pièges. 

 Mise à part l’utilisation de produits phytosanitaires, les différentes techniques de lutte 

semblent compliquées à mettre en place et n’ont pas donné de résultats convaincants à l’heure 

actuelle. Sans recourir aux pesticides, l’utilisation de filets « insect-proof » semble être la 

solution la plus efficace. Cependant, sa mise en place est coûteuse, contraignante et non 

applicable à toutes les cultures. L’ensemble des approches de lutte respectueuses de 

l’environnement méritent donc d’être optimisé sur cette espèce. 
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I.6. Problématique & objectifs de la thèse 
 

L’objectif principal de cette thèse a été de proposer un nouvel outil pour contrôler les 

populations de D. suzukii et, plus précisément, de déterminer si la Technique de l’Insecte 

Incompatible était une approche envisageable. Puisqu’aucun travail n’avait encore été mené 

sur l’association D. suzukii-Wolbachia, plusieurs étapes ont été planifiées afin de mener à bien 

ce projet de recherche. 

Dans un premier temps, il était nécessaire d’avoir une vision globale de l’association entre 

D. suzukii et Wolbachia. Pour cela, une étude descriptive à l’échelle européenne a été réalisée 

pour déterminer la prévalence de Wolbachia et sa diversité génétique. Parallèlement, la 

capacité de cette souche à manipuler la reproduction de son hôte a été analysée (Chapitre 1).  

Dans un deuxième temps, nous nous sommes interrogés sur les types d’interactions entre 

wSuz et D. suzukii qui peuvent expliquer son maintien dans les populations naturelles 

(Chapitre 2).  

Dans un troisième temps, la volonté a été d’analyser les patrons d’incompatibilité entre la 

souche naturellement présente chez D. suzukii et d’autres souches de Wolbachia connues pour 

induire de l’incompatibilité cytoplasmique. Cette analyse a d’abord été réalisée chez D. 

simulans puis les résultats ont été confirmés chez D. suzukii et ont permis de sélectionner des 

souches de Wolbachia candidates pour l’application de la TII (Chapitre 3). 

Plusieurs paramètres sont indispensables pour que la TII soit applicable: (1) un taux de 

stérilisation très élevé, (2) une transmission maternelle de Wolbachia proche de 100% et (3) 

une compétitivité des mâles stérilisants vis-à-vis des femelles similaire à celle des mâles 

sauvages. C’est pourquoi dans un quatrième temps les différents traits d’histoires de vie ont 

été mesurés dans les lignées transinfectées sélectionnées précédemment (Chapitre 4). 

Enfin, en discussion générale nous évoquerons les différentes expériences qu’il reste à 

mener à court et moyen terme pour confirmer l’utilisation de la TII pour lutter contre D. 

suzukii, puis nous aborderons les principaux verrous techniques à lever pour son application 

en milieu naturel. 
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 L’interaction Drosophila suzukii-Wolbachia 

 

Chapitre 1: Description générale de l’association  

D. suzukii-Wolbachia 
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Introduction 
 

 Au début de cette thèse, en octobre 2013, la littérature concernant l’association D. 

suzukii-Wolbachia rapportait uniquement la détection de Wolbachia dans une population 

Japonaise de D. suzukii (Cordaux et al. 2008). Une première analyse de son génome a montré 

que la souche étudiée, appelée wSuz, était proche de la souche wRi (souche présente 

naturellement chez D. simulans) (wRi et wSuz présentent 98% de similarité) (Siozios et al. 

2013). Aucune donnée concernant sa prévalence dans les aires d’introduction (Europe ou 

Etats-Unis), sa diversité génétique, ou encore le phénotype associé à son infection n’était 

disponible. Or, pour le développement de la TII, ces données sont nécessaires et la description 

de l’association naturelle entre Wolbachia et l’espèce cible était une étape indispensable car 

elle détermine les types d’expériences qui doivent être menées pour évaluer sa faisabilité. 

Plusieurs scénarios sont envisageables: (1) dans le cas où la souche de Wolbachia 

présente dans l’espèce cible induit de l’IC à un taux élevé, elle peut être exploitable seulement 

si cette souche n’est pas fixée dans les populations, et que les individus présents dans la 

population cible ne sont pas infectés, ou s’il existe une diversité génétique de la Wolbachia 

présente naturellement (comme chez le moustique Culex pipiens par exemple). Dans ce cas, 

une homogénéisation du génome nucléaire via des introgressions pourra permettre de tester 

s’il existe de l’IC entre les différentes souches présentent chez l’hôte ciblé et validé 

l’utilisation d’une association naturelle pour la mise en place de la TII. (2) Dans le cas où la 

(les) souche(s) de Wolbachia naturellement présentes chez D. suzukii n’induisent pas ou trop 

peu d’IC, elles seront inexploitables pour la mise en place de la TII. Des Wolbachia exogènes 

devront alors être introduites chez D. suzukii. Le transfert et le suivi de la transmission 

maternelle des Wolbachia nouvellement introduites sont alors des étapes cruciales. Dans le 

cas où il existe un polymorphisme d’infection de Wolbachia en milieu naturel (individus 

infectés ou non par la souche naturelle), l’expression de l’IC doit alors être confirmée via des 

croisements avec des femelles infectées et non infectées. 

 Ainsi les caractéristiques de l’association naturelle déterminent les étapes 

expérimentales à suivre pour le développement de cette technique. Une étude descriptive de 

l’association entre Wolbachia et D. suzukii à l’échelle européenne a donc été réalisée avec 

trois questions principales : (i) Quelle est la prévalence de Wolbachia dans les populations 

européennes ? (ii) Existe-t-il différents variants de Wolbachia ? (iii) Wolbachia induit-elle de 

l’IC dans son hôte naturel ? 
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Pour répondre à ces différentes questions, des individus provenant de 23 populations 

européennes ont été échantillonnés, ce qui correspond à un total de 561 individus pour 

lesquels nous avons vérifié le statut d’infection afin de déterminer la prévalence de Wolbachia 

dans les populations européennes de D. suzukii. Parallèlement, la diversité génétique de 

Wolbachia a été étudiée par Multi Locus Sequence Typing (MLST). L’expression de l’IC a 

été mesurée en utilisant des lignées de laboratoires ayant un même fond génétique mais 

infectées ou non par Wolbachia. 

L’ensemble des résultats sont décrits dans l’article 1, intitulé « Wolbachia in European 

Populations of the Invasive Pest Drosophila suzukii : Regional Variation in Infection 

Frequencies » publié dans le journal PLoS One le 25 janvier 2016.  
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Article 1: “Wolbachia in European populations of the invasive pest Drosophila 

suzukii: regional variation in infection frequencies” 
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Abstract
The invasive pest Drosophila suzukii is characterized by a specific fresh-fruit targeting

behavior and has quickly become a menace for the fruit economy of newly infested North

American and European regions. D. suzukii carries a strain of the endosymbiotic bacterium

Wolbachia, named wSuz, which has a low infection frequency and no reproductive manipu-

lation capabilities in American populations of D. suzukii. To further understand the nature of

wSuz biology and assess its utility as a tool for controlling this pest’s populations, we investi-

gated the prevalence ofWolbachia in 23 European D. suzukii populations, and compared

our results with those available in American populations. Our data showed a highly variable

infection frequency with a mean prevalence of 46%, which is significantly higher than the

17% found in American populations. Based on Multilocus Sequence Typing analysis, a sin-

glewSuz strain was diagnosed in all European populations of D. suzukii. In agreement with

American data, we found no evidence of cytoplasmic incompatibility induced bywSuz.

These findings raise two questions: a) whyWolbachia is maintained in field populations of

D. suzukii and b) what are the selective forces responsible for the variation in prevalence

within populations, particularly between European and American continents? Our results

provide new insights into the D. suzukii-Wolbachia association and highlight regional varia-

tions that await further investigation and that should be taken into account for usingWolba-
chia-based pest management programs.
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Introduction
Drosophila suzukiiMatsumura (Diptera: Drosophilidae), first described in Japan in the early
1900s [1], is an invasive pest of Southeast Asian origin. Since its early detection in California
(USA), Spain and Italy (Europe) in 2008, D. suzukii has rapidly spread through these two
continents aided by global trading and absence of niche competitors [2,3,4,5,6]. Although
the vast majority of Drosophila species are not fruit pests (larvae developing only in damaged
or rotten fruits), D. suzukii is able to lay eggs on healthy ripening fruits thanks to female's
serrated ovipositor [7]. A wide range of soft and stone fruits including raspberry, strawberry,
blueberry, plums and grapes come under D. suzukii’s damage range [4,8]. Damage is caused
by developing larvae inside the fruit, leading to millions of dollars of annual economic losses
worldwide [9,10]. Control of D. suzukii populations in the field mainly relies on the use of
chemical pesticides, a practice with serious drawbacks because of its use close to harvest
and the consequent risk of high residues left on fruits. Management agendas are therefore
in permanent search for alternative strategies including those based on bio-control
[4,11,12,13,14,15].

Previous studies revealed the presence of the bacteriumWolbachia in D. suzukii (strain
named wSuz) [16,17,18,19,20] but of no other heritable bacterial symbionts [21]. This is not
surprising sinceWolbachia is widespread among terrestrial arthropods with an estimate of
52% of species infected at variable prevalence [22].Wolbachia is a maternally inherited bacte-
rium that has established a wide range of relationships with their hosts, from mutualism to
parasitism. It is particularly known for its ability to manipulate host reproduction through
different strategies to maximize its spread and maintenance in host populations [23]. The
most common strategy is cytoplasmic incompatibility (CI), a sperm-egg incompatibility
expressed in crosses between infected males and uninfected females leading to the death of
embryos in diploid species, thereby facilitatingWolbachia to spread throughout host popula-
tions [24,25]. However, in the absence of CI or other means of reproductive manipulation,
Wolbachia can also provide direct host fitness benefits (e.g. increasing survival time, enhanc-
ing reproduction, provisioning nutrition or protection against viruses), which may sometimes
allow infected individuals to outcompete uninfected counterparts [26]. For example, in D.
mauritiana,Wolbachia infection leads to a decrease of apoptosis and an increase of mitotic
divisions in germ line stem cells of infected female ovaries, resulting in more eggs produced
than in uninfected ovaries [27]. Lack of any of the suggested effects on the host can potentially
lead to loss of infection from a population [28,29,30]. Overall, the infection dynamics ofWol-
bachia depend on the bacterial strain, host species, genetic background, environmental condi-
tions and interactions among these factors [31]. Recently, a field survey in North America
indicated a low prevalence ofWolbachia in field populations of D. suzukii from four localities
sampled over two years (prevalence ranged between 7 to 58%), with a mean infection rate of
17% [19]. This study showed no signs of CI or any other reproductive phenotype induced by
wSuz in D. suzukii. Moreover, the imperfect transmission ofWolbachia from wild-caught
females to their offspring (20 to 95%) suggested possible direct fitness benefits provided by
wSuz to its American D. suzukii host but the phenotypic nature of these benefits has not yet
been determined.

In order to improve our understanding of the global infection dynamics of wSuz in natural
D. suzukii populations and thereby assess the utility ofWolbachia as a tool for controlling
this insect pest population in the field, we investigated the prevalence ofWolbachia in 23
localities among eight European countries, typedWolbachia strains through a Multilocus
Sequence Typing approach and performed mating experiments on two different European
populations.
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Materials and Methods

Field sampling
561 individuals were sampled between 2010 and 2014 in 23 locations from eight different
countries (Austria, France, Germany, Italy, Slovenia, Spain, Switzerland and United Kingdom)
of the European continent (Fig 1 and Table 1). Adults were caught directly in orchards or from
attractive traps, placed alive in ethanol (96%) and stored at -20°C until DNA extraction. For
Wolbachia screening, we gave priority to females because they are known to be responsible for
Wolbachia transmission.

Fig 1. Wolbachia prevalence and collection sites forD. suzukii individuals. A number was assigned for each sampling site and details for each locality
are given in the Table 1. Reprinted from http://d-maps.com under a CC BY license, with permission from Daniel Dalet, original copyright 2007–2016.

doi:10.1371/journal.pone.0147766.g001
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DNA extraction andWolbachia detection by Polymerase Chain Reaction
(PCR)
DNA from whole individuals was extracted using the Nucleo Spin Tissue kit (Macherey-
Nagel). The quality of extraction was checked by PCR targeting the arthropod-specific locus
Internal Transcribed Spacer ITS2 gene (Its2U/Its2L) [32].Wolbachia detection was performed
usingWolbachia specific primers for two different genes: ftsZ, a bacterial cell division gene (F2/
R2) [33], and wsp (Wolbachia surface protein) (81F/691R) [34]. PCR reactions were performed
in 25 μL volumes containing 100 μM dNTP, 200 nM primers, 20mM Dream Taq Green Buffer,
0.5 IU Taq DNA polymerase (Eurobio) and 1μL of DNA template. Cycling conditions were
94°C (2 min), 94°C (30 sec), 55°C (ITS2 and ftsZ primers) or 52°C (wsp primers) (30 sec), 72°C
(45 sec), 72°C (10 min) for 34 cycles. All the primer sequences were indicated in S1 File. PCR
products were visualized in 1% agarose gels. An individual was considered infected when the
twoWolbachia-specific primers produced fragments of the appropriate size. To reduce the
possibility of false negatives, all samples for which we failed to amplifyWolbachia signal with
normal PCR were verified by a more sensitive real-time quantitative PCR method using the
wsp primers 81F/691R. The 10μL reaction mixture contained 200 nM of each primer, 5 μL of
Light Cycler1 480 SYBR Green I Master (Roche) and 1 μL of DNA sample. The amplification
consisted of 10 min at 95°C followed by 40 cycles of 10 sec at 95°C, 20 sec at 53°C and 30 sec at

Table 1. Sampling information and percentage of individuals infected byWolbachia.

Country Locality Collection period Total No. (M+F) No. of infected individuals Infection rate (95% CI)

1 Austria Neustift am Walde Oct, 2014 19 (6+13) 12 0.63 (0.38–0.84)

2 United Kingdom East Malling Sep, 2014 24 (6+18) 4 0.17 (0.05–0.37)

3 France Montauban Aug, 2010 9 (7+2) 4 0.44 (0.14–0.79)

4 France Finestret Sep, 2010 13 (10+3) 8 0.62 (0.32–0.86)

5 France Santa Maria Poggio Jan, 2011 43 (25+18) 12 0.28 (0.15–0.44)

6 France Mirabel Aug, 2011 21 (15+6) 6 0.29 (0.11–0.52)

7 France Bellegarde Oct, 2012 17 (0+17) 0 0.00 (0.00–0.20)

8a France Mougins Oct, 2012 13 (0+13) 6 0.46 (0.19–0.75)

8b France Mougins Oct, 2013 28 (0+28) 16 0.57 (0.37–0.76)

9 France Chaussan Oct, 2013 10 (0+10) 3 0.30 (0.07–0.65)

10 France Montpellier Oct, 2013 19 (0+19) 11 0.58 (0.33–0.80)

11 France Sauternes Jan, 2014 30 (0+30) 21 0.70 (0.51–0.85)

12 France Prigonrieux Jan, 2014 44 (0+44) 16 0.36 (0.22–0.52)

13 France Concourson sur Layon Jun, 2014 8 (0+8) 4 0.50 (0.16–0.84)

14 France Gotheron Jul, 2014 17 (5+12) 6 0.35 (0.14–0.62)

15 France Carrière sur Seine Jan, 2014 35 (15+20) 8 0.23 (0.10–0.40)

16 France Saint Germain d’Esteuil Jan, 2014 22 (0+22) 8 0.36 (0.17–0.59)

17 Germany Dossenheim Oct, 2013 41 (0+41) 22 0.54 (0.37–0.59)

18 Italy Vigolo Vattaro Sep, 2013 16 (0+16) 16 1.00 (0.79–1.00)

19a Italy San Michele Sep, 2013 9 (0+9) 2 0.22 (0.15–0.59)

19b Italy San Michele Sep, 2014 20 (8+12) 13 0.65 (0.41–0.85)

20 Italy Bari Feb, 2014 11 (0+11) 8 0.73 (0.39–0.94)

21 Slovenia Izola Oct, 2013 35 (0+35) 16 0.46 (0.29–0.63)

22 Spain Girona Mar, 2014 37 (3+34) 29 0.85 (0.62–0.90)

23 Switzerland Gottefrey Oct, 2013 20 (0+20) 7 0.35 (0.15–0.59)

The sample number corresponds to the code of the sampling indicated in Fig 1. CI: 95% confidence interval.

doi:10.1371/journal.pone.0147766.t001
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72°C. Only for two individuals,Wolbachia infection was not detected by classic PCR but
detected by real-time quantitative PCR.

MLST approach
PCRs targeting six genes ofWolbachia (wsp, gatB, coxA, hcpA, ftsZ, fbpA) [34,35] were carried
out on two randomly selected wSuz-infected samples per locality (Fig 1 and Table 1). All PCR
reactions were performed as described before. Annealing temperature was 55°C except for wsp
(52°C) and all the PCR products were sequenced. Sequences were aligned using MUSCLE [36]
algorithm implemented in CLC DNAWorkbench 6.9.1. (CLC Bio) and inspected by eye. On
an average, we sequenced and compared approximately 3200 nucleotides per individual
(between 470 and 610 nt per gene). All primers used in this study are presented in S1 File.

Cytoplasmic Incompatibility (CI) assays
Two different populations of D. suzukii were used for CI experiments, one from France (Com-
piegne) and another from Italy (Valsugana). The French population was sampled in 2011 and
reared in mass population in Lyon on a cornmeal diet (agar: 1%, dextrose: 8.75%, maize:
8.75%, yeast extract: 2%, nipagin: 3%) under constant lab conditions of 21±1°C temperature
with a 12 hours light/dark cycle at 70% relative humidity. The Italian population was estab-
lished from individuals collected in Valsugana region in 2011, and subsequently reared in labo-
ratory at San Michele all’Adige on standard corn meal diet at a temperature of 23±1°C, 65%
relative humidity with a 12:12 light/dark cycle. Maternal transmission ofWolbachia in the lab-
oratory-established lines was perfect and thus the infection was stably maintained in the lab.
Before starting the CI experiment, both lines were acclimatized under the same laboratory con-
ditions for three generations in Cambridge Lab at a constant temperature of 22°C and 65% rel-
ative humidity with 12:12 light/dark cycle, thereby avoiding any bias due to lab environments.

To obtainWolbachia-infected and uninfected fly lines with the same genetic background,
antibiotic treatments were performed on infected lines using 0.25mg mL-1 tetracycline for
three consecutive generations in mass populations. After treatments, flies were fed on normal
standard diet for two further generations to recover them from any side effect caused by antibi-
otic treatment. Due to different lab practices, flies from Italian populations were further
allowed to feed on natural fecal material from infected individuals to re-acquire their loss of
gut-associated microbiota but flies from France were not gut-flora restored. Ten isofemale lines
were established and the presence ofWolbachia was checked by PCR in mothers after laying
eggs. The absence ofWolbachia was re-confirmed by real-time PCR as described above. This
was repeated for three generations and then, for each population, one isofemale line was
retained for crossing experiments. Their infection status was also checked and confirmed just
before the CI assays (n = 20 for each line), which were performed on the 10th generation after
antibiotic treatments were stopped.

All types of crosses (infected female x infected male, infected female x uninfected male,
uninfected female x infected male and uninfected female x uninfected male) were performed
for each genetic background at Cambridge. Freshly hatched individuals were sexed and placed
separately into cornmeal diet tubes to ensure the virginity of flies. A 3-days old virgin male and
a 5-days old virgin female were allowed to mate in food vial for 24h. Females were then individ-
ually allowed to oviposit for 48h on grape-juice agar petri dish. Every 48h, females were trans-
ferred to a new petri dish, following 48h period for oviposition, and the total number of eggs
along with the number of hatched larvae per female were recorded. Experiment was performed
in replicates for each type of cross as mentioned in Table 2. The incompatibility relationship
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was determined by the rate of eggs that hatched. Females that laid less than 10 eggs were not
included in the analysis (percentages are indicated in S2 File).

Statistical analysis
We tested the difference inWolbachia prevalence between American and European continents
by fitting a generalized linear model with a quasi-binomial error (data for North America was
taken from [19]). Samples originated from the same population but collected in several years
were pooled. We tested for the existence of differences between samplings by using Fisher’s
exact test. Estimates of the mean prevalence on each continent were transformed from logits
into percentages. Statistical analysis of the CI data was done using a generalized linear model
(quasi-binomial family). An ANOVA was done on this model and Tukey's (HSD) tests were
used for two by two comparisons. R 3.2.2 version [37] was used to perform all the analysis.

Ethics Statement
Sampling of D. suzukii was carried out on private lands with owners’ permission. All individu-
als were sampled in experimental stations and did not require specific permission. The field
studies did not involve endangered or protected species.

Results

VariablewSuz infection frequencies in D. suzukii populations
We detectedWolbachia in 22 populations out of 23 surveyed from eight European countries
(Fig 1). Out of the 561 D. suzukii flies tested, 258 were found infected withWolbachia
(Table 1). We found a highly variable infection prevalence (from 0 to 100%) between localities
(χ2 = 192, d.f = 42, P<0.001). The two extreme values (0 and 100) have been observed only in
two populations (Bellegarde in France and Vigolo Vattaro in Italy respectively); in all the other
localities, prevalence ranged between 15% and 85% with a mean of 46%.

In two European localities, Mougins (in France) and San Michele (in Italy), we sampled for
two consecutive years at the same period (October, 2012–13 and September, 2013–14 respec-
tively) and found an increasing trend of theWolbachia prevalence over time for both localities
(Mougins: from 0.46 to 0.57; San Michele: from 0.22 to 0.65; Table 1) though the trend was not
significant (Fisher’s exact test, P = 0.74 and P = 0.05 respectively).

Hamm [19] screened 929 individuals sampled from four American localities of D. suzukii
over two years and found infection frequencies ranging from 7 to 58% with a mean of 17%.
Therefore, in both continents, the prevalence of wSuz is highly variable. Overall, the European

Table 2. Cytoplasmic incompatibility assays forD. suzukii from France and Italy.

Origin Female Male N Number of eggs laid Mean hatch rate (±sd)

France UN UN 21 1113 0.691 (±0.041) b

UN IN 13 763 0.404 (±0.087) a

IN UN 15 588 0.573 (±0.075) ab

IN IN 15 795 0.718 (±0.069) b

Italy UN UN 28 1199 0.634 (±0.059) α

UN IN 38 2000 0.502 (±0.044) α

IN UN 25 1606 0.505 (±0.064) α

IN IN 27 1370 0.729 (±0.045) α

doi:10.1371/journal.pone.0147766.t002
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infection frequencies is found almost three times significantly higher than the ones in North
America (GLM: t = 4.54, d.f = 26, P<0.001).

European D. suzukii flies carry one single sequence type ofWolbachia
“wSuz”
MLST analysis, assayed from two individuals per population (Fig 1 and Table 1), indicated that
all European D. suzukii individuals carry the sameWolbachia sequence type (100% nucleotides
identity for all genes). Sequences were identical to those of wSuz previously found and charac-
terized in D. suzukii individuals originated from Italy [18] and North America [19]. The
sequences obtained in the present study are recorded in Genbank as KS308222-7.

Cytoplasmic incompatibility assays
To test whether wSuz is able to induce CI, which could facilitate its spread throughout Euro-
pean D. suzukii populations, we performed mating experiments on flies originating from
France and Italy (Table 2). In diploid species, CI leads to the death of embryos when infected
males mate with uninfected females; therefore in case of wSuz induced CI expression, we
expected a lower egg hatch rate in these crosses. We found a significant effect of the type of
cross on the hatching rates only for the French population (F = 3.86, d.f = 3, P = 0.01; for Ital-
ian populations: F = 2.14, d.f = 3, P = 0.10). Globally, the hatching rate was higher in crosses
that involved individuals of the same infection status (control crosses) than that of different
infection status (infected and uninfected). The “incompatible” crosses (infected male x unin-
fected female) tended to have the lowest hatching rate. For the French population, the differ-
ence was significant only when the incompatible cross was compared to the two control
crosses: infected male and female (Tukey HSD test, P = 0.02) and uninfected male and unin-
fected female (Tukey HSD test, P = 0.01). For the Italian population there is no significant dif-
ference between the incompatible cross and the three others. Therefore, like in the American
populations, these results do not allow us to conclude that wSuz can induce CI in European D.
suzukii populations.

Mean eggs hatch rate (only females that lay at least 10 eggs) ± standard deviation (sd). N:
number of crosses. IN: infected withWolbachia, UN: uninfected. Statistical analysis was per-
formed on lines from the two origins separately. One-way ANOVA indicated that the hatching
rate differed significantly between the mating types. One-way ANOVA was followed by
Tukey’s test to compare between crossing types (means marked with the same letter are not sig-
nificantly different; P = 0.05).

Discussion
We found that theWolbachia infection in D. suzukii is highly variable in European populations
with a mean prevalence of 46%. This infection rate differs significantly from the one found in
the North America (17% in average) [19]. Several parameters could explain this variability
such as the efficiency of vertical transmission or the costs/benefits of infection, which might
differ between continents. Moreover, variability can also be due to differences in the host and/
orWolbachia genetic backgrounds as indicated in other insect species by trans-infection exper-
iments using a givenWolbachia strain injected into different hosts (for example, see [38]).
Apart from different host-Wolbachia association dynamics, the variability can also be depen-
dent on environmental factors (i.e. temperature, diet, larvae density. . .) [39,40,28,41,42] that
might vary locally and across time with their colonization dynamics, hence providing higher
fitness advantage forWolbachia persistence in European D. suzukii populations than in the
American ones. If this is true, we should expect persistence at most/all localities to a certain
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infection rate representing the fitness advantage based on that particular locality’s environmen-
tal and habitat specificity. Although we found a (non-significant) increasing trend for theWol-
bachia prevalence in two localities, more sampling time points over longer durations are
needed to draw a clearer picture.

Infection dynamics of vertically transmitted symbionts depend on the phenotypic effect
induced on the host, the fitness cost and/or benefits of the infection, and how reliably symbi-
onts are inherited. Our results clearly showed that wSuz is not fixed in D. suzukii populations
as otherwise expected in cases of obligatory mutualism. We did not detect any significant evi-
dence for CI induction by wSuz in Italian or French D. suzukii population. An imperfect verti-
cal transmission of endosymbiotic bacteria (20 to 95% in American populations) [19]
associated with an absence of strong reproductive manipulation would theoretically lead to
elimination of the symbiont from host populations unless it provides the other host fitness
advantages [29]. The stable presence of wSuz in all but one of the populations studied in Amer-
ica and Europe would thus suggest that wSuz may provide direct benefits to its host allowing
its maintenance in natural populations of D. suzukii. Another possibility would be frequent
intraspecific horizontal transfers ofWolbachia [43]. However, we favored the first hypothesis
because the second one would imply that horizontal transfers occur in all populations from
two continents, which seems unlikely. In addition,Wolbachia are also known as a mutualist in
insects [44] providing beneficial effects to their native hosts, such as an increase of host survival
[45] or fecundity under nutritional stress [46], or protection against viral, microbial, and fungal
pathogens [47,48,49,50,51,52]. While no fitness benefits have been detected in American popu-
lations [19], a recent study suggested a beneficial effect ofWolbachia infection on female fecun-
dity in an Italian population of D. suzukii [53]. Since both of the studies used different
protocols to perform the assays, different lab practices might impair the significance of this dif-
ference. For example, Hamm [19] crossed nativeWolbachia infected and uninfected flies from
the wild: thereby we cannot exclude the confounding effect of different host genetic back-
grounds on the fly fecundity. On the other hand, Mazzetto [53] compared infected individuals
to uninfected ones that were immediately obtained after antibiotic treatments. Therefore the
reduced fecundity of uninfected females can also be explained by side effects of the antibiotics
on mitochondria and/or host metabolism [54]. Although with caution, excluding any of these
confounding factors suggest that the beneficial effect induced by wSuz may depend on the fly
genetic background and/or that D. suzukii from Europe and North America are infected by dif-
ferentWolbachia strains. Highly sophisticated approaches, for example, Next Generation
Sequencing (NGS) based tools are needed to have more insights into theWolbachia strain
diversity in D. suzukii populations. Moreover, future experiments involving exchange or intro-
gression of European and AmericanWolbachia strains to study the life history traits of host
organisms in the presence and absence ofWolbachia would help to unveil whether differences
in wSuz-mediated fitness benefits in different continental D. suzukii populations areWolbachia
strain-dependent or host dependent.

There is a growing interest in exploring symbiotic microorganisms for biocontrol manage-
ment programs [55,56,57]; in the case ofWolbachia, the idea is to exploit its capability to
induce CI to control natural populations of arthropod pests in an Incompatible Insect Tech-
nique (IIT) fashion [58,59], where males infected with a CI-inducing strain ofWolbachia are
released in the field to mate with incompatible females leading to embryo mortality and ulti-
mate population suppression. This procedure is somewhat analogous to the Sterile Insect Tech-
nique (SIT), a species-specific method of insect control that relies on the release of large
numbers of sterile males instead of incompatible males [60], but the advantage is that insects
do not have to be irradiated or genetically modified before release. The inconvenience is, how-
ever, that IIT and SIT require solid methods allowing efficient males and females separation,
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but D. suzukiimales are easily recognizable because of their spotted wings [1]. Considerable
research efforts have already demonstrated thatWolbachia-inducing CI could be used as a tool
for population control [61,62,63]. However, it might be more complicated ifWolbachia natu-
rally infects the insect pest like in the case of D. suzukii since it would require finding an incom-
patible CI-inducingWolbachia strain, which is not rescued by wSuz in its original host. Hamm
[19] and our results are concordant in showing that D. suzukii is infected by only one strain of
Wolbachia, which is present in almost all populations screened and does not induce CI. Trans-
infection experiments using closely relatedWolbachia strains such as the highly CI-inducing
wRi strain from D. simulans will thus be needed to assess modification and rescue capabilities
of different strain combinations towards a bidirectional CI-based control strategy.
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Discussion 
 

Dans cet article nous avons mis en évidence que D. suzukii est infectée par une seule 

souche de Wolbachia, wSuz, qui montre des prévalences très variables dans les populations 

européennes. En effet, sur les 23 populations étudiées, 21 présentaient des prévalences 

intermédiaires. Cela signifie que dans la majorité des populations européennes, des individus 

infectés et non infectés sont présents. De plus nous avons montré que wSuz n’induit pas ou 

très peu d’IC dans son hôte naturel. Des résultats très similaires ont été obtenus par Hamm et 

al. (2014) dans différentes populations nord-américaines de D. suzukii, où des prévalences de 

7 à 58% ont été trouvées et aucune manipulation de la reproduction n’a été mise en évidence. 

De plus, les auteurs ont montré une transmission maternelle imparfaite de femelles (de 20 à 

95%) piégées dans la nature. 

L’ensemble de ces résultats indiquent que cette souche est inexploitable pour le 

développement de la TII. Il est donc nécessaire de trouver des souches de Wolbachia 

induisant un très fort taux d’IC chez D. suzukii et d’étudier la fonction resc de wSuz dans son 

hôte naturel, c’est-à-dire sa capacité à sauver l’IC induite par cette souche exogène lorsque 

wSuz est présente chez les femelles de D. suzukii (voir chapitre 3). 

Malgré son absence de manipulation de la reproduction observée chez D. suzukii et sa 

transmission verticale imparfaite, les suivis temporels montrent que wSuz se maintient dans 

les populations naturelles, que ce soit aux Etats-Unis ou en Europe (Hamm et al. 2014; Cattel 

et al. 2016a). Cela suggère que pour se maintenir dans ces populations, wSuz doit procurer un 

avantage sélectif aux femelles qu’elle infecte (survie, fécondité, protection,…) pour 

contrebalancer cette transmission imparfaite (Hoffmann & Turelli 1997). Des mesures de 

traits d’histoire de vie réalisées sur des lignées américaines n’ont montré aucun effet positif 

lié à l’infection par wSuz (Hamm et al. 2014). Nous avons donc cherché à déterminer si wSuz 

pouvait être un mutualiste facultatif, en testant d’autres phénotypes liés à l’infection, qui 

pourraient expliquer son maintien en prévalence intermédiaire dans les populations (Chapitre 

2). 
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Chapitre 2 : wSuz, un mutualiste facultatif 
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Introduction 
 

L’étude descriptive de l’association entre D. suzukii et Wolbachia montre que wSuz ne 

manipule pas ou peu la reproduction de son hôte (IC) et présente un polymorphisme 

d’infection dans l’ensemble des populations américaines et européennes échantillonnées 

(Hamm et al. 2014; Cattel et al. 2016a). Plusieurs souches de Wolbachia sont connues pour se 

maintenir à des fréquences importantes dans les populations en manipulant la reproduction de 

leurs hôtes. Nous avons vu en introduction générale que certaines souches, non inductrices 

d’IC, peuvent se maintenir en apportant des bénéfices directs à leurs hôtes (fécondité, 

longévité, protection contre des ennemis naturels). C’est par exemple le cas des souches wAu 

chez D. simulans (Hoffmann et al. 1996) et wMel chez D. melanogaster (Hoffmann 1988), 

connues pour conférer à leur hôte une protection antivirale (Teixeira et al. 2008; Martinez et 

al. 2014). Cependant, même si théoriquement ces bénéfices contexte-dépendants pourraient 

participer au maintien de Wolbachia dans les populations naturelles, aucune démonstration 

n’en a encore fait le lien direct. La protection antivirale a été mise en évidence pour plusieurs 

souches de Wolbachia, notamment les Wolbachia appartenant au super-groupe A (Martinez et 

al. 2014), groupe auquel appartient wSuz (Siozios et al. 2013). L’objectif de cette étude était 

d’évaluer si wSuz pouvait être un symbiote mutualiste facultatif. Pour cela nous avons fait le 

choix de tester si wSuz pouvait conférer un phénotype protecteur contre des virus. Des 

expériences ont été réalisées dans le but de répondre à deux questions principales : (i) les 

femelles infectées par wSuz ont-elles une meilleure survie que les femelles non infectées suite 

à des infections virales ? (ii) et si oui, cette protection est-elle liée à une diminution du titre 

viral ? 

Puisque l’effet du génotype hôte est déterminant dans l’expression des phénotypes liés 

à l’infection par Wolbachia (Kondo et al. 2005; Mouton et al. 2007), notamment pour ce 

phénotype (Martinez et al. 2014), la survie et la réplication virale ont été mesurées sur 2 

lignées japonaises et 2 lignées françaises, avec, pour chaque fond génétique, des individus 

non infectés et infectés par wSuz. Ce phénotype protecteur a été testé sur deux virus à ARN 

connus pour induire de la mortalité dans le genre Drosophila: Drosophila C Virus (DCV), 

virus naturel de Drosophiles et Flock House Virus (FHV), un virus isolé chez un Coléoptère. 
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L’ensemble des résultats sont décrits dans l’article 2, intitulé « Wolbachia-mediated 

protection against viruses in the invasive pest Drosophila suzukii » publié dans le journal 

Insect Molecular Biology le 6 septembre 2016. 
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Article 2: «Wolbachia-mediated protection against viruses in the invasive pest 

Drosophila suzukii» 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Wolbachia-mediated protection against viruses in the
invasive pest Drosophila suzukii
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*Univ Lyon, Universit�e Claude Bernard, CNRS,
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Abstract

The maternally inherited bacterium Wolbachia is well

known for spreading in natural populations by manipu-

lating the reproduction of its arthropod hosts, but can

also have mutualist effects that increase host fitness. In

mosquitoes and Drosophila some Wolbachia strains

can lead to an increase in survival of virus-infected

insects, and in most cases this is associated with

reduced accumulation of the virus in host tissues. We

investigated if the Wolbachia strain wSuz, which natu-

rally infects Drosophila suzukii, is able to confer protec-

tion againstDrosophilaC virus and Flock House virus in

different host genetic backgrounds. We found that this

strain can increase host survival upon infection with

these two viruses. In some cases this effect was associ-

ated with lower viral titres, suggesting that it confers

resistance to the viruses rather than allowing the flies to

tolerate infection. Our results indicate that, inD. suzukii,

the antiviral protectionprovidedbyWolbachia is not cor-

related to its density as found in other Drosophila spe-

cies. This study demonstrates a phenotypic effect

induced by wSuz on its native host which could explain

itsmaintenance in natural populations ofD. suzukii.

Keywords: Drosophila suzukii, Wolbachia, viruses,

protection.

Introduction

Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Droso-

philidae), the spotted-wing Drosophila, is an invasive

species native to South-East Asia (Kanzawa, 1936). It

was originally described in Japan in 1916 and, within the

last decade, it has been observed for the first time in

California (Hauser, 2011), in Spain and Italy (Calabria

et al., 2012) in 2008, and then quickly spread throughout

North America and Europe (Cini et al., 2012) and more

recently Brazil (Depr�a et al., 2014). In contrast to the

vast majority of Drosophila species, D. suzukii is an agri-

cultural pest because its serrated ovipositor allows it to

lay eggs on healthy ripening fruits still attached to the

plant (Mitsui et al., 2006). Damage is caused by larvae

feeding on the pulp inside the fruits and berries. As a

consequence D. suzukii can have severe economic

impacts, such as in the western USA where it causes

losses of up to US$500 million per year (Goodhue et al.,

2011). Because of its remarkable invasive success and

impact on agricultural production, D. suzukii is currently

subject to intense research from both fundamental and

applied perspectives.

Until now little was known about the symbiotic com-

munity of D. suzukii, despite maternally inherited sym-

bionts being common and important components of

arthropod biology and ecology (Zchori-Fein & Bourtzis,

2011). Some studies revealed that D. suzukii naturally

harbours Wolbachia (Cordaux et al., 2008; Siozios et al.,

2013; Hamm et al., 2014; Cattel et al., 2016), which is

the most common endosymbiont in arthropods with an

estimation of 52% of arthropod species infected (Weinert

et al., 2015). Only one strain of Wolbachia has been

identified in field populations of D. suzukii based on Mul-

tilocus Sequence Typing (MLST) markers, at least in

North America and in Europe, which is closely related to

wRi (Siozios et al., 2013; Hamm et al., 2014; Cattel

et al., 2016). In many associations, the spread of Wolba-

chia in the host populations is achieved through their

capacity to manipulate host reproduction either by bias-

ing the host’s sex ratio towards the production of
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females or, more commonly, by impeding the reproduc-

tion of uninfected females through a sterility phenom-

enon called cytoplasmic incompatibility (CI) (Werren

et al., 2008). Theory predicts that the spread of CI-

inducing Wolbachia in a population is under positive

frequency-dependence and that their maintenance

depends on their transmission efficiency and on the

intensity of CI (Turelli & Hoffmann, 1995). Wolbachia

can also successfully invade host populations by bring-

ing direct fitness benefits to infected individuals such as

increasing fecundity (Dobson et al., 2002, 2004; Fry

et al., 2004; Weeks et al., 2007; Unckless & Jaenike,

2012), longevity (Gavotte et al., 2010; Brelsfoard & Dob-

son, 2011; Alexandrov et al., 2007; Toivonen et al.,

2007) or provisioning nutrients (Brownlie & Johnson,

2009; Hosokawa et al., 2010; Unckless & Jaenike,

2012). In addition, Wolbachia can protect its host against

viruses (Hedges et al., 2008; Teixeira et al., 2008;

Osborne et al., 2009; Bian et al., 2010; Glaser & Meola,

2010; Blagrove et al., 2012). Such benefits could explain

the presence in natural populations of Wolbachia strains

that do not appear to rely on reproductive manipulation

to spread. For example, the strain wMel, which induces

a very low level of CI (Hoffmann et al., 1994; Hoffmann

et al., 1998), might be maintained in populations of

Drosophila melanogaster because of positive effects

such as the protection it confers against several RNA

viruses (Hedges et al., 2008; Teixeira et al., 2008). Simi-

larly, wAu, which naturally infects Drosophila simulans,

does not induce CI but confers strong protection against

viruses (Osborne et al., 2009; Martinez et al., 2014).

This antiviral protection, which has been observed only

in Drosophila and mosquitoes, has been shown to be

highly variable according to the host species and the

Wolbachia strain (Hedges et al., 2008; Teixeira et al.,

2008; Moreira et al., 2009; Osborne et al., 2009; Mous-

son et al., 2010; Chrostek et al., 2013; Chrostek et al.,

2014; Martinez et al., 2014).

Previous studies found that the prevalence of wSuz is

highly variable in populations of D. suzukii from North

America (7 to 58%) and Europe (0 to 100%) (Hamm

et al., 2014; Cattel et al., 2016) and, until now, there is

no indication that this strain can induce strong reproduc-

tive manipulations in D. suzukii such as CI or male killing

(Hamm et al., 2014; Cattel et al., 2016). Moreover, in

North American populations, it has been shown that

wSuz is imperfectly vertically transmitted by wild-caught

D. suzukii females, which would cause the bacterium to

be lost from the population in the absence of any selec-

tion (Hamm et al., 2014). All these results suggest that

wSuz may bring a fitness advantage to D. suzukii but as

yet no effect has been found on fecundity, starvation tol-

erance or resistance to desiccation (Hamm et al.,

2014).wSuz belongs to the supergroup A (Siozios et al.,

2013), which contains several Wolbachia strains known

to induce antiviral protection (Martinez et al., 2014). In

the present study, we thus tested whether wSuz can

protect D. suzukii against viruses. Four host lines were

compared, two from France, a country that was recently

invaded by D. suzukii, and two from Japan, its native

range (Cini et al., 2012; Asplen et al., 2015). Two RNA

viruses were tested, Drosophila C virus (DCV; highly

pathogenic Drosophila virus) and the Flock House virus

(FHV; isolated from a beetle) (Scotti et al., 1983; Huszar

& Imler, 2008). We found that wSuz is able to protect

D. suzukii against these two viruses but that the antiviral

protection is very variable amongst the host lines. This

beneficial effect could explain its maintenance in natural

populations.

Results

Wolbachia protects D. suzukii against DCV infection

We measured the survival of French line-antibiotic

treated (Fr-CP) and Japanese line-introgressed line (Jp-

OGH) flies infected or uninfected, respectively, with a

French and Japanese Wolbachia isolate after inoculation

with DCV (400 flies) or saline solution (Ringer, 400 flies)

(Fig. 1A). In the mock-infected flies (Ringer’s control

treatment), the survival of Wolbachia-free and Wolba-

chia-infected individuals was not significantly different,

indicating that there is no intrinsic effect of Wolbachia on

the fly survival (Cox’s mixed effect model; main effect

Wolbachia: v25 0.92, df5 1, P5 0.337; host genotype

3 Wolbachia interaction: v25 1.57, df 51, P50.210).

However, the Fr-CP line had higher survival than the Jp-

OGH line (Cox’s mixed effect model; v25 8.78, df51,

P5 0.003).

We found that Wolbachia increased the survival of

flies infected with DCV (Cox’s mixed effect model:

v25 21.74, df5 2, P< 0.001; Fig. 1A) but the effect was

significant for the Fr-CP line only (Cox’s mixed effect

model, host genotype 3 Wolbachia interaction: v254.1,

df51, P5 0.043; Tukey’s test, P<0.001 for Fr-CP and

P5 0.99 for Jp-OGH). As Fr-CP and Jp-OGH lines differ

in both the host and bacterial genotypes, either of these

may be causing the difference.

The DCV titre was lower in Wolbachia-infected flies

than in uninfected ones [two-way analysis of variance

(ANOVA), F515.22, df51, P< 0.001; Fig. 1B], and this

effect of Wolbachia did not depend on the line (two-way

ANOVA, Wolbachia 3 host interaction: F5 0.45, df51,

P5 0.509; Fig. 1B).

Wolbachia effect on FHV infection

Given the difference in the degree to which wSuz

increases the survival of D. suzukii after DCV infection

amongst lines we then investigated the effect of wSuz
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on FHV infection in four genetic backgrounds: the effect

of the French Wolbachia isolate, wSuz-Fr, in two French

backgrounds Fr-CP and Fr-Bellegarde (BE), and the

effect of the Japanese isolate, wSuz-Jp, in two Japanese

backgrounds Jp-OGH and Jp-Yamagata (YSG). A total

of 800 flies were stabbed with FHV and 800 others with

Ringer’s solution (Fig. 2A). In the absence of viral infec-

tion neither Wolbachia nor the host genetic background

affected survival (Ringer control treatment, Cox’s mixed

effect model, Wolbachia effect: v251.83, df51,

P5 0.180; host effect: v25 1.43, df53, P50.7; Wolba-

chia 3 host interaction: v25 1.22, df53, P5 0.750).

In FHV-infected flies, survival was significantly affected

by the Wolbachia infection (v25 31.88, df54, P< 0.001)

and by the host genetic background (v25 39.55, df5 6,

P<0,001), and there was a significant interaction

between these two factors (v25 14.99, df5 3, P5 0.002).

Because we could not exclude the possibility that the

French and the Japanese lines are infected by a different

Wolbachia isolate (wSuz-Fr and wSuz-Jp, respectively),

we also tested the Wolbachia and the host genetic back-

ground effects on infected flies’ survival for the French

and Japanese lines separately. The French lines’ survival

was significantly affected by the Wolbachia infection

(v2517.75, df52, P< 0.001) and by the host genetic

background (v2534.14, df52, P< 0,001) but there was

no significant interaction between these two factors

(v253.73, df51, P5 0.053). In the Japanese lines, the

survival rate was affected by the Wolbachia infection

(v2514.18, df52, P< 0.001) and by the host genetic

Figure 1. Effect of Wolbachia on

fly survival and RNA copy number

upon Drosophila C virus (DCV)

infection with twoWolbachia

isolates in different genetic

backgrounds. (A) Survival of flies

infected with DCV (dark blue and

red lines) or Ringer’s solution (light

blue and orange lines). Dark blue

and light blue lines indicate

Wolbachia-free flies. Orange and

red lines indicateWolbachia-

infected flies. (B) DCV RNA copy

number infection 2 days post-

infection in flies with twoWolba-

chia isolates in different genetic

backgrounds. RNA copy number

is expressed by the copy number

of viral RNA relative to the host

gene Rpl32.
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background (v2510.54, df52, P50.005), and we

detected a significant interaction between these two fac-

tors (v258.41, df51, P5 0.004). By comparison with

the uninfected lines, the wSuz infection significantly

increased the survival of the Fr-BE and the Jp-YSG back-

grounds [Tukey’s honestly significant difference (HSD),

P50.012 and P<0.001, respectively] whereas it did not

affect the survival of the Fr-CP and the Jp-OGH

Figure 2. Effect of Wolbachia

and host genetic background on

fly survival and RNA copy number

upon Flock House virus (FHV)

infection. (A) Survival of flies

infected with FHV (dark blue and

red lines) or Ringer’s solution (light

blue and orange lines). Dark blue

and light blue lines indicate

Wolbachia-free flies. Orange and

red lines indicateWolbachia-

infected flies. (B) Effect of

Wolbachia and line on FHV RNA

copy number 5 days post-

infection. RNA copy number is

expressed by the copy number of

viral RNA relative to the host gene

Rpl32. Tukey’s honestly significant

difference tests were performed

for pairwise comparisons.
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backgrounds (CP line, P5 0.191; OGH line, P5 0.849)

(Fig. 2A).

As for DCV, we also measured FHV titres and we

found a significant effect of both the Wolbachia infection

status (two-way ANOVA, F55.04, df5 1, P50.03) and

the host genetic background (two-way ANOVA, F598.88,

df51 P< 0.001) on the RNA copy number (Fig. 2B),

with a significant interaction between these two factors

(two-way ANOVA, F5 11.54, df51, P< 0.001). As for the

survival data analysis, we tested the influence of the

presence of Wolbachia and the host genetic background

for the French and the Japanese lines separately. For

the French lines the RNA copy number was affected by

Wolbachia infection (two-way ANOVA, F5 4.32, df5 1,

P5 0.045) and by the host genetic background (two-way

ANOVA, F5189.82, df5 1, P< 0.001), with a significant

interaction between these two factors (two-way ANOVA,

F5 21.01, df51, P<0.001). For the Japanese lines, we

also found a significant interaction between the Wolba-

chia infection and the host genetic background (two-way

ANOVA, F5 13.18, df5 1 P< 0.001) and a significant

effect of the host genetic background (two-way ANOVA,

F5 88.80, df5 1, P< 0.001), but we did not detect a sig-

nificant effect of the Wolbachia infection (two-way ANOVA,

F5 1.05, df5 1, P50.311). More precisely, in the pres-

ence of wSuz, the RNA copy number significantly

decreased (around 50% reduction; Fig. 2B) in the Fr-BE

and Jp-YSG backgrounds infected with wSuz-Fr and

wSuz-Jp isolates, respectively (Tukey’s HSD, P< 0.001

and P5 0.039, respectively), the two lines that exhibited

a significant effect of Wolbachia on survival after FHV

infection, and not in the two other lines (Tukey’s HSD

test, Fr-CP line, P5 0.665; Jp-OGH line, P5 0.478).

Wolbachia density

Wolbachia density is known to be a major determinant

of antiviral protection, with higher densities being associ-

ated with higher levels of protection (Chrostek et al.,

2014; Martinez et al., 2014). We therefore measured

wSuz density in the four lines and found significant dif-

ferences (one-way ANOVA, F5 10.07, df5 3, P< 0.001;

Fig. 3): the two Japanese lines (Jp-OGH and Jp-YSG)

showed a higher density than the two French back-

grounds (Fr-CP and Fr-BE), but there was no significant

difference between the two French lines (both infected

by wSuz-Fr; Tukey’s HSD, P50.991) or between the

two Japanese lines (both harbour the Japanese Wolba-

chia isolate; Tukey’s HSD, P5 0.062).

Discussion

We have found that wSuz can protect its host against

RNA viruses. In certain lines individuals infected with

wSuz had higher survival and lower viral titres after

infection with DCV and FHV. It has been known since

2008 that Wolbachia can protect Drosophila against

RNA viruses (Hedges et al., 2008; Teixeira et al., 2008),

but this is the first time that it has been described in D.

suzukii. In a recent study another direct fitness benefit of

Wolbachia was observed in an Italian population of D.

suzukii: infected females had higher fecundity than unin-

fected ones (Mazzetto et al., 2015). These phenotypes

can potentially explain the maintenance of Wolbachia

strains in natural populations without reproductive

manipulation (Fenton et al., 2011), as has been found in

North American and European populations of D. suzukii

(Hamm et al., 2014; Cattel et al., 2016).

The variability in wSuz prevalence could be a conse-

quence of heterogeneity in virus-induced selection simi-

lar to that observed in the pea aphid, Acyrthosiphon

pisum. This species is protected against parasitoids by

the symbiont Hamiltonella defensa, which has variable

prevalence amongst populations and is thought to be

maintained by negative-frequency dependent selection

depending on the extent of parasitism pressure in the

field (Oliver et al., 2008). We found that Wolbachia medi-

ated significant protection in D. suzukii (Fr-CP for DCV,

Figure 3. RelativeWolbachia density in different Drosophila suzukii

genetic backgrounds. TheWolbachia quantity was normalized to that of

the Rpl32 host gene. Tukey’s honestly significant difference tests were

performed for pairwise comparisons.
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Fr-BE and Jp-YSG for FHV) and that this protection was

associated with reduced viral titre. However, for DCV,

the presence of Wolbachia correlated with a lower viral

titre even when no effect on the flies’ survival was

detected (Jp-OGH line). It has been shown that antiviral

protection is generally explained by a phenomenon of

resistance that reduces the accumulation of virus but, in

some cases, no differences in viral titres were observed

despite the protective effect (Teixeira et al., 2008;

Osborne et al., 2009). In the latter case, it is possible

that Wolbachia does not affect the replication of the

virus but rather makes the host more tolerant to viral

infection.

Experimental studies have shown that Wolbachia-

mediated antiviral protection is a common phenomenon

in Drosophila and mosquitoes (Hedges et al., 2008; Teix-

eira et al., 2008; Moreira et al., 2009; Osborne et al.,

2009; Bian et al., 2010; Chrostek et al., 2013; Chrostek

et al., 2014; Martinez et al., 2014) but is strongly

dependent on the Wolbachia strain (Hedges et al., 2008;

Osborne et al., 2009; Chrostek et al., 2013; Chrostek

et al., 2014; Martinez et al., 2014). For instance, Marti-

nez et al. (2014) showed that amongst 19 Wolbachia

strains (originating from 16 Drosophila species) trans-

ferred into the same D. simulans genotype, only half of

them induced protection against DCV and FHV. The

effect of host genetics on protection is less well under-

stood. However, the protective phenotype is affected by

the host species. For example, the strain wInn protects

its natural host Drosophila innubila against FHV

(Unckless & Jaenike, 2012) but has no effect in D. simu-

lans (Martinez et al., 2014). Here, we found that the

level of antiviral protection varied amongst the lines we

used. This difference was most dramatic in the DCV

experiment, in which we found large increases in the

survival of the French line but not the Japanese line.

This difference could be caused by genetic differences

between the Wolbachia isolates, the flies or both. In the

FHV experiment we were able to compare the same

Wolbachia isolates in two host genetic backgrounds. We

found a host background effect for both the Japanese

and the French lines, suggesting that host factors may

affect the expression of the Wolbachia-mediated protec-

tion. However, we would caution that this needs further

confirmation as we only had a single replicate line of

each Wolbachia isolate in each genetic background, so

we cannot rule out other possible differences (eg gut

microbiota, or uncontrolled differences in the genetic

background). Wolbachia density is known to influence

the level of protection (Osborne et al., 2009; 2012;

Chrostek et al., 2013; 2014; Martinez et al., 2014). How-

ever, we did not find any clear association between the

level of protection and the density of Wolbachia. The

variation in antiviral protection could also be influenced

by tissue tropism of Wolbachia as Osborne et al. (2012)

highlighted that this can partly explain variations in the

level of protection. Therefore it is possible that, in the

D. suzukii lines used in our study, the tissue tropism of

Wolbachia was different, despite showing very similar

density at the whole fly level.

The importance of antiviral protection in natural popu-

lations of D. suzukii is unknown. It has been estimated

that Wolbachia would need to generate a fitness benefit

of 20% to be maintained in populations (Hamm et al.,

2014). To achieve this RNA viruses would need to be

causing significant harm to the flies in nature and Wol-

bachia would need to be mitigating much of this harm.

The effects of the presence of Wolbachia on viral titre

and survival that we observed were mostly smaller than

in many previous studies (Hedges et al., 2008; Teixeira

et al., 2008; Chrostek et al., 2013; Chrostek et al., 2014;

Martinez et al., 2014). However, it is not possible to

extrapolate this to effects in nature without further work.

Experimental procedures

D. suzukii lines and rearing

In this study, four lines of D. suzukii were used, two originating

from France and two from Japan. The French lines were col-

lected in Compiegne (named Fr-CP) and in Bellegarde (named

Fr-BE) in 2011 and 2012, respectively, and reared in large pop-

ulations. The Japanese lines were obtained from the Ehime-fly

Stock Center in 2011: they were sampled in Yamagata (named

Jp-YSG; l#E-15016 YSG-11) and Tokyo (named Jp-OGH; #E-

15014OGH06-03) in 2006. These lines were chosen because

two are free of Wolbachia (Fr-BE and Jp-OGH) and the two

others (Fr-CP and Jp-YSG) are 100% infected with Wolbachia

(see below for diagnostic PCR test). The flies were reared on a

cornmeal diet (agar: 1%, dextrose: 8.75%, maize: 8.75%, yeast:

2%, nipagin: 3%) and maintained in an incubator at constant

temperature (228C) and humidity (70%) with a 12-h light/dark

cycle. An MLST analysis performed on six genes [ftsZ, fbpA,

hcpA, coxA, gatB and Wolbachia surface protein (wsp)]

revealed the Wolbachia isolates from Fr-CP and Jp-YSG lines

to be the same sequence type, with 100% identity between the

sequences. The sequences obtained in the present study are

recorded in GenBank as KS308222–7.

Control of host genetic background and infection status

We used two different methods to obtain Wolbachia-infected

and Wolbachia-free lines with similar genetic backgrounds: anti-

biotic treatments of the infected lines and introgression of Wol-

bachia into uninfected lines by back-crossing.

Antibiotic treatments were performed for three generations in

Fr-CP and Jp-YSG lines. Larvae in each generation were fed

on medium with 0.25 mg/ml tetracycline. After three genera-

tions, 10 isofemale lines were established from treated females

and the presence of Wolbachia was checked by PCR as

described below in mothers and then for three generations

more. Only one isofemale line was retained for each nuclear
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background (Fr-CP and Jp-YSG) and maintained for 12 genera-

tions before the experiments. The absence of Wolbachia in

these lines was confirmed by real-time quantitative PCR

(qPCR; see below). Using this approach, we obtained infected

and cured lines with the same genetic background, Fr-CP or

Jp-YSG.

To obtain infected and uninfected individuals with the same

Fr-BE or Jp-OGH genetic backgrounds, back-crosses were per-

formed for eight generations. Two males from the uninfected

line (Fr-BE or Jp-OGH) were mated with single virgin females

from the infected lines from the same country, ie Fr-CP and

Jp-YSG, respectively. Backcrossing was performed for a total of

eight generations, which led to an introgression of around

99.6% of the nuclear background assuming no selection on the

nuclear genome. However, compared with the use of antibiotic

treatments, lines obtained with this method have different mito-

chondrial backgrounds. These two lines were maintained for

15 generations before the experiments. The Wolbachia infection

status of each line was verified by PCR just before the viral

infection experiment.

Viral isolates

Two viruses, DCV and FHV, were used in this study. DCV is a

highly pathogenic Drosophila virus, which belongs to the family

Dicistroviridae (Huszar & Imler, 2008); FHV, which belongs to

the Nodaviridae family, is not a natural pathogen of Drosophila

species and was initially isolated from a beetle (Scotti et al.,

1983). Viruses were produced and titrated as described by Mar-

tinez et al. (2014). DCV was produced and titrated in

Schneider’s Line 2 cells and FHV was titrated in Schneider Dro-

sophila Line 2 cells (https://dgrc.bio.indiana.edu/cells/Catalog).

For each infection assay, one viral aliquot was defrosted just

before the infection and diluted in Ringer’s solution (Sullivan

et al., 2000) to reach a viral concentration of 5 3 108/ml 50%

Tissue Culture Infective Dose (TCID50) for DCV and 3.6 3

1010/ml TCID50 for FHV.

Survival assay

In order to test for a potential protective effect of wSuz, we

measured the survival of flies after infection with DCV, FHV or

mock infection with Ringer’s solution. To infect flies, a 0.1-mm

diameter anodized steel needle (26002-15, Fine Science Tools,

San Francisco, CA, USA) was bent, 0.25 mm from the end,

dipped in viral solution and the bent part of the needle pricked

into the pleural suture on the thorax of the flies (Longdon et al.,

2013). For DCV, we followed the survival of Wolbachia-free or

Wolbachia-infected flies of the Fr-CP and Jp-OGH lines only.

As, in that first experiment, we observed variation depending on

the geographical origin of the flies, we performed the second

experiment with FHV using all four genetic backgrounds (Fr-CP,

Fr-BE, Jp-OGH and Jp-YSG). Survival of Ringer’s controls was

followed in parallel for these two experiments.

For each line 3-day-old females were collected. After being

anaesthetized with CO2, they were inoculated with DCV, FHV or

Ringer’s solution by stabbing them as described above. Groups

of 20 stabbed flies were immediately placed into a vial of fly

cornmeal medium and stored at 228C. Flies were transferred

into fresh vials of food every 3 days and the number of dead

flies was recorded every day. The survival assay was replicated

five times on independent cohorts of flies across multiple days,

corresponding to a total of 100 flies for each Wolbachia infec-

tion status and virus infection treatment.

Diagnostic PCR

The Wolbachia infection status of individuals was verified by

PCR for each line just before performing the experiments. DNA

was extracted on pools of 10 individuals (one pool per line)

homogenized in 200 ml 5% w/v Chelex resin in water (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA) with 4 ml proteinase K (20 mg/ml) and kept

at 568C for 3 h. After 15 min at 958C, samples were centrifuged

at 16 000 g for 4 min and stored at 2208C. Presence of Wolba-

chia was checked by amplifying the wsp gene using the primers

wsp81F and wsp691R (Braig et al., 1998; Table S1). PCR reac-

tions were performed in 25 ll volumes containing 100 lM

D�esoxyribonucl�eotides (dNTP), 200 nM primers, 0.5 Interna-

tional Unit DreamTaqVR DNA polymerase (Eurobio, Paris,

France) and 1 ll DNA template. Cycling conditions were 948C

(2 min), 948C (30 s), 528C (30 s), 728C (45 s), 728C (10 min) for

35 cycles. PCR products were visualized in 1% agarose gels.

qPCR

The Wolbachia density, DCV and FHV RNA copy number were

measured by qPCR on a Light CyclerTM system (Roche Life

Science, USA) using the primers listed in Table S1. To estimate

Wolbachia density, 10 pools of 10 3-day-old virus-free females

for each line were prepared and the DNA extracted using a

Gentra Pure gene Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). The

Wolbachia density was measured by quantifying the copy num-

ber of the Wolbachia gene ftsZ relative to the host gene Rpl32

using Sso Advanced Universal Probes Supermix (Bio-Rad; 2

min at 958C followed by 40 cycles of 10 s at 958C and 20 s at

608C). The 10 ll of multiplex reaction mix contained 400 nM

Rpl32 primers, 200 nM ftsZ primers, 5ll Sso Advanced Univer-

sal Probes Supermix, 200 nM of each probe and 2ll of DNA

sample. The Wolbachia density was estimated by dividing the

copy number of the ftsZ gene by the copy number of the Rpl32

host gene. The antiviral protection was also examined by meas-

uring the RNA copy number after infection by both viruses.

Three-day-old females were stabbed with DCV and FHV and

frozen 5 and 2 days after infection, respectively. After homoge-

nization in TRIzol Reagent (Ambion, Thermo Fisher Scientific,

MA USA), RNA was extracted from 10 pools of 10 flies for each

experimental treatment using an RNA Easy MiniVR kit following

the manufacturer’s instructions (Qiagen). Reverse-transcription

was carried out using a SuperScriptVR III First-Strand Synthesis

System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) including a 30 min

DNase digestion step at 378C. The copy number of the viral

RNA was compared to that of the control gene Rpl32. The

qPCR reactions for DCV, FHV and Rpl32 were carried out sep-

arately under the same conditions (30 s at 958C followed by 40

cycles of 10 s at 958C and 20 s at 608C). The 10 ll reaction

mix contained 200 nM of each primer, 5 ll Sso Advanced Uni-

versal Probes Supermix SYBR Green Supermix and 1 ll DNA

sample. The RNA copy number and the Wolbachia density
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were estimated by calculating the ratio: E virus=Wolbachiað ÞDCt
E hostð ÞDCt with

DCt5Ctflygene–Ctvirus/Wolbachia where E is the efficiency of the

PCR reaction calculated from a dilution series for each set of

primers E52 1
linear regression slope

� �h i
and Ct is the cycle threshold

(Pfaffl, 2001).

Statistical analysis

Survival data were analysed with a Cox’s proportional hazards

mixed-effect model using the coxme package in R (R Core

Team, 2013). The Cox’s model estimates hazard ratios with the

probability of a Wolbachia-infected fly dying at a given time-

point divided by the probability of a Wolbachia-free fly dying.

Flies that were alive at the end of the experiment were treated

as censored data.

Survival data for DCV, FHV and their respective controls

(Ringer) were analysed separately. For each virus, two models

were fitted to test a potential effect of the Wolbachia infection

and the genetic background on survival for the control treatment

(Ringer) without virus or after infection with a virus. The first

model allowed us to test whether wSuz infection modifies sur-

vival independently of viral infection and indirectly confirm that

the survival of virus-infected flies cannot be explained by an

inherent effect of Wolbachia on survival. The effects of Wolba-

chia, host genetic background and their interaction were consid-

ered as fixed effects and the replicate vials as a random effect.

When a significant interaction was detected, differences

between Wolbachia-free and Wolbachia-infected flies within

each host genetic background were analysed using pairwise

comparisons (Tukey’s HSD test) (R package multcomp).

Viral titres and Wolbachia density were analysed on log2-

transformed data. For viral titres, a two-way ANOVA allowed us to

test for the effect of Wolbachia, the host genetic background

and their interaction. A one-way ANOVA was conducted to test for

the influence of the host genetic background on Wolbachia den-

sity. Pairwise comparisons (Tukey’s HSD test) were also carried

out if a global effect of Wolbachia was detected.
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Discussion 
 

Nous avons montré dans cette étude que wSuz pouvait protéger son hôte contre des 

virus à ARN. En effet, après infection virale, les individus infectés par wSuz ont toujours une 

meilleure survie que les individus non infectés et ce pour les deux virus testés. De plus, nous 

avons mis en évidence que ce phénotype protecteur peut être associé à un phénomène de 

résistance puisqu’une réduction significative de la réplication virale a été observée chez les 

femelles infectées par wSuz. Ces résultats confirment l’hypothèse de départ, à savoir que 

wSuz pourrait être un symbiote mutualiste facultatif pour son hôte. 

Une forte variabilité de l’intensité de ce phénotype protecteur a été observée selon les 

lignées de D. suzukii utilisées dans cette étude. Elle est davantage marquée lors des infections 

par DCV, où les courbes de survie et les titres en virus diffèrent fortement selon les fonds 

génétiques de D. suzukii, ce qui suggère une interaction génotype hôte / génotype bactérien 

forte sur l’expression de ce phénotype protecteur. L’utilisation de lignées de D. suzukii 

génétiquement différentes mais porteuses d’une même souche de Wolbachia (Fr-CP/Fr-BE et 

Jp-OGH/Jp-YSG) nous a également permis de mettre en évidence un effet fort du génotype 

hôte au niveau intra-spécifique sur la régulation de la réplication virale. 

Les génotypes hôtes et bactériens, les conditions environnementales, ainsi que la 

densité bactérienne jouent un rôle primordiale dans les interactions symbiotiques (Weeks et 

al. 2002; Mouton et al. 2007). Les études précédentes menées dans le genre Drosophila ont 

montré que l’intensité de la protection virale était positivement corrélée à la densité en 

Wolbachia (Osborne et al. 2012; Chrostek et al. 2013; Martinez et al. 2014, 2015; Chrostek & 

Teixeira 2015). Cependant la variabilité observée au sein des lignées Françaises et Japonaises 

ne peuvent s’expliquer par des différences de densité en Wolbachia car aucune différence 

significative n’a été observée. Le génotype hôte semble donc être déterminant dans l’intensité 

du phénotype protecteur exprimé par les individus infectés par wSuz. 

L’importance du phénotype protecteur sur le maintien de wSuz dans les populations 

naturelles mérite d’être nuancée. En effet, une récente analyse en milieu naturel a montré que, 

sur un échantillon de 2 000 individus de populations naturelles des espèces D. simulans et D. 

melanogaster, aucun individu n’était infecté par DCV et qu’aucune corrélation positive 

n’existait entre les prévalences de Wolbachia et celles des différents virus détectés (N=14) 

dans les 17 populations échantillonnées à travers le globe (Webster et al. 2015). 
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Dans une perspective plus appliquée, il semble désormais important de prendre en 

compte et de vérifier le statut d’infection des lignées de D. suzukii utilisées. En effet, suite aux 

résultats obtenus dans cette étude, on peut supposer que la présence de wSuz peut également 

modifier la réponse phénotypique suite à des interactions avec des ennemis naturels tels que 

des parasitoïdes, des champignons ou encore des prédateurs. Puisqu’il existe un 

polymorphisme d’infection de wSuz dans la majorité des populations naturelles, il semble 

pertinent de tester les deux statuts d’infection lors d’expérimentations qui visent à évaluer des 

réponses phénotypiques. 
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 Développement de la Technique de l’Insecte 

Incompatible chez Drosophila suzukii 

 

Chapitre 3: Analyse des patrons d’incompatibilité 

cytoplasmique chez D. suzukii 
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Introduction 

  

L’étude descriptive de l’association naturelle entre D. suzukii et la bactérie Wolbachia 

wSuz détaillée dans le Chapitre 1 a permis de mettre en évidence que cette espèce est infectée 

par une seule souche de Wolbachia, qui présente des prévalences très variables, et qui induit 

un faible taux d’IC. Comme dans le cas de l’étude menée chez Ceratitis capitata par Zabalou 

et al. (2004) (voir introduction), le développement de la TII chez D. suzukii va nécessiter 

l’introduction d’une souche exogène de Wolbachia capable d’induire de l’IC. Cependant, 

l’originalité ici est que notre modèle biologique est naturellement infecté par une souche de 

Wolbachia. Or, certaines souches sont connues pour restaurer l’IC induite par d’autres 

souches même si elles n’en expriment pas dans leur hôte naturel (phénotype mod-/resc+). 

 Les souches de Wolbachia candidates pour le développement de la TII chez D. suzukii 

doivent donc répondre à trois critères fondamentaux: (i) être transmises parfaitement à la 

descendance, (ii) induire un fort taux d’IC chez D. suzukii (iii) qui ne doit pas être sauvée par 

wSuz quand elle est présente chez les femelles.  

 Afin d’étudier le phénotype resc de wSuz, nous avons fait le choix d’introduire wSuz 

chez D. simulans. Cette espèce est un modèle pertinent pour l’analyse des relations d’IC car il 

existe déjà, dans un même fond génétique, des lignées infectées par un grand nombre de 

souches de Wolbachia différentes (Martinez et al. 2014). Ainsi, avec une seule expérience de 

transfert, wSuz vers D. simulans, nous avons pu tester à l’aide de croisements en masses les 

patrons de compatibilité entre la souche wSuz et plusieurs souches de Wolbachia. Au total, 10 

souches de Wolbachia connues pour induire de l’IC chez D. simulans ont pu être testées. 

L’analyse de la fonction resc de wSuz chez D. simulans via ces croisements nous a permis de 

sélectionner trois souches induisant de l’IC lors de croisements avec des femelles infectées 

par wSuz. Ensuite, nous avons réalisé des croisements individuels avec des mâles infectés par 

les différentes souches sélectionnées et des femelles non infectées et infectées par wSuz. Ces 

croisements nous ont permis de comparer les niveaux d’IC exprimés selon le statut d’infection 

des femelles et donc de mesurer l’intensité du phénotype resc de la souche wSuz. 

 Nous avons ensuite transféré les trois souches de Wolbachia identifiées comme 

candidates dans une lignée non infectée de D. suzukii afin de vérifier trois paramètres 

cruciaux, à savoir (1) que ces souches de Wolbachia s’établissaient dans le nouvel hôte après 

transfert et se transmettaient à des taux élevés jusqu’à atteindre la fixation (100% de  
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transmission), (2) que ces souches étaient capables d’induire un taux d’IC important chez D. 

suzukii et (3) que la présence de wSuz chez la femelle ne modifiait pas l’intensité de l’IC. Les 

taux de transmission après transfert ont été suivis pendant plusieurs générations jusqu’à 

fixation des Wolbachia puis des croisements individuels ont pu être réalisés. 

L’ensemble des résultats sont décrits dans l’article 3, soumis à Journal of Applied 

Ecology le 1er Août 2016 et intitulé « Back and forth Wolbachia transfers reveal efficient 

strains to control Drosophila suzukii populations ». 
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Article 3: « Back and forth Wolbachia transfers reveal efficient strains to control 

Drosophila suzukii populations » 
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Summary 

1. Since its recent invasion of the European and American continents, the spotted wing 

Drosophila has become a major burden of the fruit industry. Armed with a highly sclerotized 

ovipositor, females can lay eggs in a wide variety of ripening and healthy fruits, in contrast to 

other Drosophila species. Economic losses due to Drosophila suzukii reach millions of dollars 

annually and methods to control natural populations in the field mainly rely on the use of 

chemical pesticides.  

2. Here we test if Wolbachia bacteria can represent a potential ally to control this pest species. 

These symbionts are naturally present in many insects, and often induce a form of conditional 

sterility called Cytoplasmic Incompatibility (CI): the offspring of infected males die, unless 

the eggs are rescued by the same infection, inherited from the mother that protects the embryo 

against a yet unidentified toxin. As long recognized, a strategy called the Incompatible Insect 

Technique (IIT) makes use of the CI phenotype to control insect populations through the mass 

release of infected males. To implement this technique in D. suzukii, we used back and forth 

Wolbachia transfers between D. suzukii and D. simulans to identify Wolbachia strains that can 

fully sterilize D. suzukii females, despite the presence of wSuz, a natural Wolbachia infection 

in this species.  

3. We identify two Wolbachia strains as potential candidates for developing IIT in D. suzukii. 

Both induce a very high level of CI in this pest which is not attenuated by the presence of 

wSuz in females. 

4. Synthesis and applications. Although several critical steps still need to be tested and 

developed to achieve the control of D. suzukii using IIT, the most critical challenge has been 

met: Wolbachia can induce strong CI in this host, regardless of the presence of wSuz in 

females. Our experiments have led to the identification of two strong candidates, increasing 

the chances that at least one will pass all the remaining filters before practical implementation.  



Introduction 

Drosophila suzukii, the spotted wing Drosophila, has become a major burden for fruit growers 

since its recent invasion of the European and American continents (Goodhue et al. 2011; 

Hauser 2011; Walsh et al. 2011; Calabria et al. 2012; Cini et al. 2012, 2014; Asplen et al. 

2015). Although the vast majority of Drosophila species are not fruit pests, D. suzukii is able 

to lay eggs on a wide variety of healthy ripening fruits, thanks to a sclerotized ovipositor 

(Mitsui et al. 2006; Poyet et al. 2015). Internal larval feeding represents a direct damage that 

can also facilitate secondary infections by pathogens as fungi, yeasts or bacteria (Cini et al. 

2012; Hamby et al. 2012; Rossi Stacconi et al. 2013; Ioriatti et al. 2015). Most damages are 

reported on red fruits, with an approximate $500 million annual loss in the US (Goodhue et 

al. 2011). In France and in Northern Italy, up to 100% destruction was reported on 

cranberries, strawberries and sweet cherries (Cini et al. 2012; Weydert & Mandrin 2013). 

Control of D. suzukii populations in the field largely relies on chemical pesticides, a practice 

with serious drawbacks because of its use close to harvest and the consequent risk of high 

amount of residues left on fruits. In brief, there is an urgent need for developing effective, 

specific, and environmentally-friendly methods to fight against D. suzukii. 

In this context, suppression of pest populations through the mass release of sterilizing 

males seems relevant, as it is highly specific, not polluting, and does not require the 

introduction of a new species into the environment (Bourtzis et al. 2014; Lees et al. 2015). In 

the conventional sterile-male-based strategy, males are sterilized by irradiation, and released 

for mating with wild females (named Sterile Insect Technique, SIT) (Knipling 1955). 

Although logistically heavy, and potentially limited by female multiple matings and a 

reduction of mating capacity of irradiated males, this approach has already shown its 

effectiveness against agricultural insect pests like the New World screw-worm fly (Lindquist 

et al. 1992). Alternative methods to the SIT have been developed such as the dominant lethal 



genetic system (RIDL) where insects are transformed with a transgene whose product 

suppresses offspring production (Black et al. 2011) or the use of the bacterial endosymbiont 

Wolbachia pipientis (Hertig 1936), which we consider here. 

The genus name “Wolbachia” designates a highly diverse clade of maternally 

transmitted intracellular symbionts of arthropods and nematodes, belonging to the α-

proteobacteria (Werren 1997). It is well known for its ability to manipulate host reproduction 

through different strategies that maximize its spread and maintenance in host populations. 

Among these, the most common appears to be Cytoplasmic Incompatibility (CI), a sperm-egg 

incompatibility occurring in crosses between infected males and uninfected females or 

between males and females infected by different Wolbachia strains, leading to the death of 

embryos (Werren et al. 2008). While the molecules involved are still unknown, CI can be 

understood as resulting from a modification/rescue system (mod/resc) where the mod function 

modifies the sperm nucleus during spermatogenesis and the resc function, expressed in the 

egg, rescues the embryo through an interaction with the modified sperm (Werren 1997). 

Depending on Wolbachia and host factors, some strains can both induce and rescue CI, while 

others express only the resc function, meaning that they do not induce CI, but can rescue the 

embryos against the mod function expressed by other Wolbachia strains (Merçot & Charlat 

2004). CI has led to the proposal and development of the Incompatible Insect Technique 

(IIT), analogous to the SIT, where sterilization of the targeted populations is achieved by the 

release of Wolbachia infected males, incompatible with the resident females (Boller et al. 

1976; Riegler & Stauffer 2002). The first successful application of IIT was achieved in Burma 

where the target population of Culex pipiens, vector of the filariasis, was almost eliminated 

(Laven 1967). Promising results were also obtained more recently in mosquito species under 

semi-field (Chambers et al. 2011; Moretti & Calvitti 2013; Atyame et al. 2015) and field 

(O’Connor et al. 2012) conditions. While initially limited to species where natural Wolbachia 



infections allowed the expression of CI, this method came to the fore again within the last 

decade, thanks to the possibility to transfer Wolbachia strains between species (Hughes & 

Rasgon 2014). This approach has been successfully tested in the agricultural pest Ceratitis 

capitata, naturally uninfected, where the transfer of two Wolbachia strains from Rhagoletis 

cerasi led to the expression of a high level of CI (Zabalou et al. 2004b). 

Here we aim at developing this promising approach in D. suzukii, where we face an 

additional challenge linked to the presence of wSuz, a natural Wolbachia strain, found in most 

D. suzukii populations but at variable frequencies (Hamm et al. 2014; Cattel et al. 2016a). 

Multi-Locus Sequence Typing and crossing experiments suggest that wSuz is the only natural 

infection in D. suzukii and does not induce strong CI (Hamm et al. 2014; Cattel et al. 2016a). 

These results indicate that the implementation of IIT in D. suzukii requires the introduction of 

a foreign Wolbachia strain that would induce a strong CI in D. suzukii and, crucially, a CI that 

would not be rescued by wSuz. 

To identify such a strain, we first introduced wSuz in Drosophila simulans, where 

many Wolbachia infections are maintained. This allowed us to assess the rescue capacities of 

wSuz against multiple CI-inducing strains after a single trans-infection experiment. We thus 

selected three promising strains that were then introduced in D. suzukii leading to the 

identification of two strains that induce a nearly complete CI in this background, regardless of 

the presence of wSuz in females. We thus provide D. suzukii lines combining the properties 

required for an effective implementation of IIT. 

 

 

 



Materials and methods 

MICRO-INJECTIONS AND MATERNAL TRANSMISSION MEASUREMENT 

Micro-injections were performed between D. suzukii and D. simulans, in both directions, 

using a micro-capillary needle to transfer the cytoplasm of infected embryos into uninfected 

ones, at the Fly Facility of the Department of Genetics of the University of Cambridge, 

following Poinsot et al. (1998). Adult females emerging from the injected embryos (G0 

females) were crossed with uninfected males of the same genetic background (line STCP in 

D. simulans and Fr-BE-Ø in D. suzukii) and allowed to lay eggs during 5 days. We checked 

the presence of Wolbachia by PCR in all G0 females and kept the offspring of the infected 

ones. This process was repeated until a perfect maternal transmission of Wolbachia was 

observed (which took 2 generations in D. suzukii and 3 generations in D. simulans). All 

injected lines were maintained in the lab for at least 8 generations before the beginning of 

crossing experiments. 

WOLBACHIA STRAINS, DROSOPHILA LINES AND REARING PROCEDURES 

Crossing experiments in D. simulans involved 10 different Wolbachia strains, all belonging to 

the supergroup A (Martinez et al. 2015), 9 of which have been used in earlier studies (Poinsot 

et al. 1998; Zabalou et al. 2008; Veneti et al. 2012; Martinez et al. 2014) (see Table S1). 

Except for wRi (present in a fly line collected in 2012 from South Africa) all other Wolbachia 

strains are present in the STCP (STC-Pure) genetic background, previously obtained through 

six generations of brother-sister matings within the STC line, collected in the Seychelles and 

cured in 1998 from its natural infection (Poinsot et al. 1998). Table S1 provides details on the 

method used to introduce each strain in this genetic background (either injection of embryos 

or backcrossing). The Wolbachia infection status of each line was verified by PCR and 

sequencing of the wsp gene (Braig et al. 1998), just before crossing experiments. 



 In D. suzukii, we used one isofemale line, named Fr-BE-Ø, naturally free of 

Wolbachia, collected in 2012 in Bellegarde (France) and maintained since as a mass 

population. The wSuz strain was introduced in the Fr-BE genetic background following 8 

generations of back-crosses between two Fr-BE-Ø males and one female of the Fr-CP line 

(infected by wSuz, collected in 2013 in Compiegne, France, and maintained since in mass 

population) leading to the Fr-BE-wSuz line (see Cattel et al. 2016b). The Fr-BE-Ø and Fr-BE-

wSuz lines were maintained for respectively ~50 and 40 generations before the crossing 

experiments. The Fr-BE-Ø line was also the recipient for injections of Wolbachia strains from 

D. simulans. 

D. simulans and D. suzukii lines were reared on a cornmeal diet (agar: 1%, dextrose: 

8.75%, maize: 8.75%, yeast: 2%, nipagin: 3%) and maintained in an incubator at constant 

temperature (22°C) and humidity (50%) with a 12-hours light/dark cycle. 

CROSSING EXPERIMENTS 

To analyze the resc function of wSuz in D. simulans we first performed mass crosses using 

infected females carrying wSuz with males infected by each of the Wolbachia strains 

available, that is, 10 different types of males (see Table S1). Freshly emerged adults were 

sexed and placed separately into cornmeal diet tubes to ensure the virginity of flies. Ten 

virgin males (3 to 5-days old) and ten virgin females (5 to 6-days old) were allowed to mate in 

food vials for 24h. Females were then allowed to oviposit for 48h on grape-juice agar in a 

petri dish. The total number of hatched and unhatched eggs was recorded 48h after removal of 

the females. Six such mass crosses were performed for each Wolbachia strain tested. 

Based on the results of mass crosses, three candidate strains were identified (wRi, 

wTei and wHa). To quantify more precisely the CI relationships between wSuz and these 

candidate Wolbachia strains, individual crosses were performed in D. simulans following the 

same protocol except that we used only 3-days old virgin males and 5-days old virgin females 



and that the egg hatch rates were estimated individually. In D. suzukii it was critical, for a 

conservative estimate of CI level, to eliminate any case of 0% hatching that could be due to an 

absence of mating. We thus followed the same protocol as above but made sure that mating 

had taken place for all the crosses considered: mating was either observed, confirmed by the 

hatching of at least one egg, or by the presence of sperm in the spermathecae. We also 

confirmed D. suzukii female’s virginity before mating by placing them individually in a petri 

dish for egg-laying during 48h. Only 13 of the 70 females tested laid eggs, but none of them 

hatched, confirming the virginity of these females. For all individual crosses, at least 20 

repetitions were obtained, excluding females that laid fewer than 10 eggs. 

 

DNA EXTRACTION, PCR AND SEQUENCING 

DNA from single whole individuals was extracted using the Nucleo Spin Tissue kit 

(Macherey-Nagel). The quality of the DNA extract was checked by amplifying the Internal 

Transcribed Spacer ITS2 (Its2U/Its2L) using arthropod-specific primers (Campbell et al. 

1993). Wolbachia detection was performed using Wolbachia specific primers for two 

different genes: ftsZ, a bacterial cell division gene (F2/R2) (Vavre et al. 1999), and wsp 

(Wolbachia surface protein) (81F/691R) (Braig et al. 1998). PCR reactions were performed in 

25 μL volumes containing 100 μM dNTP, 200 nM primers, 20mM Dream Taq Green Buffer, 

0.5 IU Taq DNA polymerase (Eurobio) and 1μL of DNA template. Cycling conditions were 

94°C (2 min), 94°C (30 sec), 55°C (ITS2 and ftsZ primers) or 52°C (wsp primers) (30 sec), 

72°C (45 sec), 72°C (10 min) for 34 cycles. All primer sequences are indicated in Table S2. 

PCR products were visualized in 1% agarose gels. The Wolbachia strain infecting each line 

was verified by sequencing the wsp gene (2 sequences per line) (Braig et al. 1998). 

 

 



STATISTICAL ANALYSIS 

We used generalized linear models (quasi-binomial family) and ANOVA to analyse all CI 

data, followed by Tukey's HSD tests for multiple comparisons. Analysis were performed in R, 

version 3.3.0 (R Core Team 2013). 

 

Results 

INJECTION AND EXPRESSION OF CI RESCUE BY WSUZ IN D. SIMULANS 

The cytoplasm of D. suzukii embryos infected by wSuz was injected into 234 D. simulans 

Wolbachia-free embryos. Of these, 121 (~52%) reached the first instar larvae and 48 (40%) 

became adults (25 males and 23 females). We used these 23 G0 females to create isofemale 

lines and seven proved to be infected by Wolbachia. New isofemale lines were started from 

the G1 females until some lines showed perfect maternal transmission (see Fig. S1). In G1, 

we tested the presence of wSuz in 67 females and 13 proved infected (19.4%). Maternal 

transmission then increased rapidly, with 56 out of 104 females infected in G2 (53.8%), and 

84 of 88 in G3 (95.4%) (see Fig. S1). One isofemale line with a 100% transmission (20 

individuals tested) was then selected for CI tests.  

CI experiments were designed to select potential Wolbachia strains for the sterilization 

of D. suzukii populations; in other words, strains that would induce CI even when females 

carry wSuz. To this end, we performed crosses in D. simulans between males infected by 

candidate strains with females carrying wSuz. Crosses between males and females both 

infected by wSuz, where the hatch rate was 97.5%, were used as a control. Among the 10 

Wolbachia strains tested, known to induce CI in this genetic background (STCP, Martinez et 

al. 2015), hatch rates were not significantly reduced in crosses involving the wStv, wPro, 

wMelCS, wMel and wTri strains compared to the control crosses (Fig. 1). This indicates that 



wSuz does express a functional rescue in D. simulans against these strains, and discards them 

as potential candidates. On the contrary, reduced hatch rates were observed in crosses 

involving males carrying the other strains, the lowest rate being seen with wRi (40,75% 

±12,75), wHa (19,25% ±14,16) and wTei (13,97% ±10,31).  

Focusing on these three promising strains, we performed individual crosses between 

males carrying these strains and females either uninfected (used as control) or infected with 

wSuz to characterize more precisely the rescue capabilities of wSuz. We thus showed that the 

presence of wSuz in females partially rescues the CI induced by wRi (with a 30% increase in 

hatch rate) (P<0.001) and wTei (with a 20% increase in hatch rate) (P=0.03) but not wHa 

(P=0.98) (Fig. 2). At that stage, wHa thus appeared to be the most promising strain, but we 

nevertheless injected all the three strains into D. suzukii, in case host effects would change the 

rescue capabilities of wSuz in its natural host. 

 

CI EXPRESSION OF WOLBACHIA CANDIDATES IN D. SUZUKII 

The cytoplasm of wRi, wHa and wTei infected embryos of D. simulans was injected into 

respectively 209, 207 and 200 uninfected D. suzukii embryos. The following hatch rates were 

observed in G0: ~32% for wRi, ~48% for wHa, and ~33% for wTei (see Table S3). We then 

created 12 isofemales lines for wRi (9 were infected), 22 for wHa (11 were infected) and 11 

for wTei (6 were infected). In G1 we found that ~45% of the females were infected in the 

wRi-injected group, ~23% in the wHa group, and ~24% in the wTei group. Again, 

transmission rates increased rapidly in G2, reaching 100% for wRi, 66% for wHa and 97% for 

wTei (see Table S3). For each Wolbachia strain, one isofemale line showing a perfect 

transmission rate (20 individuals tested) was selected for crossing experiments. 



We then performed CI crosses to assess (i) if wRi, wHa and wTei can induce CI in D. 

suzukii (infected males crossed with uninfected females) and (ii) if wSuz in its natural host is 

able to rescue these effects. We found that wHa and wTei induce strong CI when infected 

males are crossed with uninfected females in D. suzukii (3.9% and 3.4% hatch rates, 

respectively), in contrast to wRi for which hatch rates were nearly as high as in the control 

compatible crosses (76.78%) (Fig. 3). In addition, the low CI induced by wRi is fully rescued 

by the presence of wSuz in females, while the strong CI induced by wHa and wTei is not. 

When males infected by wHa were crossed with females carrying wSuz, in total, only 34 eggs 

hatched out of the 960 observed (3.54%) and in 13 of the 30 individual crosses not a single 

egg hatched. For the wTei strain, 33 eggs hatched out of the 842 eggs laid in whole crosses 

(3.92%), with 0% hatch rates in 25 out of the 33 individual crosses. In two crosses, higher 

hatch rates (94.7% and 54.6 %) were seen, suggesting the induction of CI may occasionally 

fails or that occasionally some males can be uninfected even if an infection rate of 100% has 

always been observed in each lines used here. 

 

Discussion 

This study primarily aimed at identifying Wolbachia candidates for the control of D. 

suzukii populations through IIT. We achieved this goal in two steps. We first transferred 

wSuz, the natural infection of D. suzukii, into D. simulans to test its ability to rescue the CI 

induced by the many Wolbachia strains maintained in D. simulans. We thereby selected three 

Wolbachia candidates based on incompatibility with wSuz, injected them into D. suzukii, and 

validated two as highly promising for the development of IIT. In the course of these 

experiments, we also confirmed CI patterns described previously, namely a strong host effects 

affecting compatibility relationships in a strain specific manner. We will first discuss these 



elements, relevant to basic research, before highlighting critical future developments for the 

effective implementation of IIT in D. suzukii. 

Our results confirmed the previously established picture that both bacterial and host 

genotypes can affect CI expression (Reynolds & Hoffmann 2002; Weeks et al. 2002). We 

found strong variation in CI intensity (mod function) depending on host factors: wRi induces 

only moderate CI in D. suzukii although it is well known to induce strong CI in its natural 

host  D. simulans (Hoffmann et al. 1986; O’Neill & Karr 1990; Mercot et al. 1995, this 

study), but also after transfer in D. melanogaster (Poinsot et al. 1998; but see Boyle et al. 

1993, who found reduced CI induction by wRi after transfer into D. melanogaster). On the 

contrary, wTei does not induce CI in its natural host, D. teissieri (Zabalou et al. 2004a) but 

induces a high level of CI in both D. suzukii (this study) and D. simulans (Zabalou et al. 2008; 

Martinez et al. 2015; this study). Micro-injections revealed D. suzukii is not generally 

refractory to new infections (all strains injected have settled easily, reaching a high 

transmission rate in just a few generations) or to the expression of CI (some strains can induce 

high CI in this species, although its natural infection induces only moderate CI; Hamm et al. 

2014; Cattel et al. 2016). To complete the picture, we tested the ability of wSuz to induce CI 

in D. simulans, a host generally seen as permissive to the expression of CI. We first confirmed 

that wSuz induces very low albeit significant CI in its natural host (see Fig. S2A; 63.7% hatch 

rate, compared with 90% in the compatible control crosses), and observed the exact same 

pattern in D. simulans, with a hatch rate of 64.2% in incompatible crosses (see Fig. S2B). It is 

clear from these data that a given host should not be generally considered as permissive or 

refractory to Wolbachia infection and CI, given these strong host genotype-by-Wolbachia 

strain interactions. Moreover, the analysis of the CI relationship between wSuz and other 

Wolbachia strains in D. simulans and in D. suzukii reveals that not only the induction of CI 

(mod function) is host dependent, but also the ability to rescue CI (resc function).  



The second and main point of this study was to identify Wolbachia strains that could 

be used as biological control of D. suzukii populations through IIT. By performing back and 

forth Wolbachia transfers between D. suzukii and D. simulans, we identify two candidates, 

wHa and wTei. Indeed, these two strains induce a very high level of CI in D. suzukii, which is 

not attenuated by the presence of wSuz in females. Additional experiments and developments 

should now be envisaged to effectively implement the control of D. suzukii populations. First, 

additional experiments are necessary to assess if old infected males still induce a strong CI, 

since a reduction in CI intensity with male age has been reported in some Drosophila species 

(Yamada et al. 2007). Second, we need to confirm that the newly transferred Wolbachia 

strains do not reduce the males’ competitiveness for access to females. Here comes a strong 

potential advantage of IIT over SIT since Wolbachia infections are usually more benign than 

irradiations. Nevertheless, additional investigations should be conducted in semi-field 

conditions to validate this critical criterion. Third, an efficient IIT program must rely on 

efficient methods to avoid the release of fertile females which may result in population 

replacement rather than population suppression (Bourtzis et al. 2014). Notably, the fact that 

the wHa and wTei strains are mutually incompatible (Zabalou et al. 2008) means that one 

strain might still be used for population control, in case of accidental release and invasion of 

the first strain. In D. suzukii, sexing strategies may also be developed using the strong sexual 

dimorphism (size and spotted wing) that could be used to automatically discriminate and sort 

males and females. Alternatively, or as a complement, IIT can be coupled with moderate 

irradiation (Brelsfoard et al. 2009; Bourtzis et al. 2014; Zhang et al. 2015) that would be 

sufficient to sterilize females, while the released males would suffer little reduction of 

competition ability and be fully sterile due to the combined effects of Wolbachia and 

irradiation (Calvitti et al. 2012; Bourtzis et al. 2014). Finally, IIT relies on the massive 



production of males, which seems achievable for such a small and polyphagous insect, but 

requires additional developments. 

We note that seasonal variations in D. suzukii population size should be considered to 

take the full benefit of the mass release of sterile males. It has been shown that the population 

dynamics of D. suzukii are closely related to seasonal variation in temperature, with a 

population peak in the spring and another in the fall, in both North America and Europe 

(Dalton et al. 2011; Tochen et al. 2014; Asplen et al. 2015; Rossi-Stacconi et al. 2016). As 

proposed by Rossi-Stacconi et al. (2016), IIT should be planned for late winter and early 

spring to achieve the highest possible ratio of released-males to resident-males. An alternative 

would be to use IIT in confined cultures, such as in greenhouses or orchards equipped with 

insect-proof nets where population densities should be limited. 

Although several critical steps still need to be made to achieve the control of D. 

suzukii populations by using IIT, the most critical challenge has been met: some Wolbachia 

strains can induce strong CI in this host, regardless of the presence of wSuz in females. Our 

experiments have led to the identification of two strong candidates, wHa and wTei, increasing 

the chances that at least one will pass all the remaining filters before a practical 

implementation.  
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Fig .1. Hatch rates after mass crosses in D. simulans between infected males (Wolbachia 
strains named on the horizontal axis) and females infected by wSuz. “Control w+” 
corresponds to mass crosses between males and females infected by wSuz. Tukey’s HSD tests 
were performed for multiple comparisons with the control crosses. ***: P<0.001; **: P<0.01. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig .2. Assessment of the resc capabilities of wSuz in D. simulans. The wRi, wHa and wTei 
strains induce CI even in the presence of wSuz in females (hatch rates are reduced in 
comparison with the “♂unx♀un” involving only uninfected individuals). However, partial 
rescue is detected with wRi and wTei (hatch rates are significantly increased by the presence 
of wSuz in females) but not with wHa. ♂un: uninfected males, ♀un: uninfected females. 20 
repetitions were performed for each type of cross. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig .3. Measure of the mod function of wRi, wHa and wTei and the resc function of wSuz in 
D. suzukii. The wRi strain induces virtually no CI in this background. On the contrary, wHa 
and wTei induce nearly complete CI, regardless of the presence of wSuz in females. ♂un: 
uninfected males, ♀un: uninfected females. 
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Table S1. Details of all D. simulans lines used in this study 

Table S2. Primers used in this study 

Table S3. Data of microinjections and maternal transmission of D. suzukii 

Fig. S1. Details of the transmission rate of wSuz in D. simulans 

Fig. S2. wSuz induced moderate CI both D. suzukii and D. simulans 



 

 

 

 

 

 

 

Fig S1. Details of the transmission rate of wSuz in each isofemales lines infected in G0 after 
transinfection. Ds: Drosophila simulans. Red cross indicates that the Wolbachia infection had 
been lost from one generation to another. 



Hatch rates are close to 100% in all crosses except those between infected males and 
uninfected females, where a 30% reduction is observed.  in:in (infected males: infected 
females); in:un (infected males: uninfected females); un:in (uninfected males: infected 
females); un:un (uninfected males: uninfected females). One-way ANOVA was followed by 
Tukey’s test for multiple comparisons.

 

                 A                             B 

Fig S2. wSuz induced moderate CI in both D. suzukii (A) and D. simulans (B).  



a microinjected lines

b introgressed lines

c (Martinez et al. 2014)

d (Poinsot et al., 1998)

e (Zabalou et al., 2008)

f this study

g (Mateos et al., 2006; San Diego Drosophila Species Stock Center)

h (Chrostek et al., 2013) 

Lines Original host species, line Wolbachia
strain

STCP (wAra)a,c D. arawakana, 15182-2260.00g wAra

STCP (wMelCS)a,c D. melanogaster, DrosDel w1118 isoh wMelCS

SCTP (wMel), KB179a,d D. melanogaster, KB101d wMel

STCP (wPro)a,c D. prosaltans, WM0019c wPro

STCP (wSh)a,c D. sechellia, 14021-0248.08g wSh

STCP (wHa), KB178b,e D. simulans, KB29e wHa

STCP (wStv)a,c D. sturtevanti, 14043-0871.10g wStv

STCP (wTei), KB156a,e D. teissieri, 0257.0e wTei

STCP (wTri)a,c D. triauraria, 14028-0651.00g wTri

STCP (wSuz)a,f D. suzukii wSuz

Dsim 3 Af sud (wRi)f D. simulans wRi

STCP (Ø), KB171d,e D. simulans uninfected

Table S1. Details of all D. simulans lines used in this study 
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Discussion 
 

Les résultats présentés dans ce chapitre constituent le cœur des travaux de recherche 

de cette thèse. Initiés en décembre 2013 ils n’ont été finalisés qu’à la fin de l’année 2015. Le 

transfert de wSuz chez D. simulans nous a d’abord permis de faire un tri important parmi 

l’ensemble des souches de Wolbachia à notre disposition et connues pour induire de l’IC. Les 

transferts de Wolbachia, qui consistent à réaliser des microinjections dans des œufs, sont des 

expériences délicates car elles induisent des taux de mortalité très élevés et demandent un 

nombre de répétitions très important. L’existence d’une telle diversité de Wolbachia chez une 

même espèce a donc été un avantage majeur dans le cadre de cette thèse. Elle nous a permis 

d’analyser les relations d’IC entre wSuz et 10 autres souches en réalisant seulement un seul 

transfert de souche, wSuz vers D. simulans. De plus, le fait que toutes ces souches étaient déjà 

présentes chez D. simulans nous a évité d’avoir à manipuler et élever d’autres espèces 

porteuses de souches de Wolbachia potentiellement intéressantes. Les croisements réalisés 

chez D. simulans nous ont permis d’identifier 3 souches candidates.   

Les transferts de wRi, wHa et wTei chez D. suzukii nous ont permis d’identifier et de 

retenir deux souches de Wolbachia candidates pour le développement de la TII chez ce 

ravageur, à savoir wHa et wTei. Les associations entre ces deux souches de Wolbachia et D. 

suzukii répondent parfaitement aux paramètres requis pour le développement de la TII. 

Premièrement, ces deux souches sont transmises parfaitement à la descendance. 

Deuxièmement, ces souches induisent un taux d’IC très élevé chez D. suzukii, avec un taux 

d’éclosion moyen de 3% lors de croisements entre mâles stérilisants et femelles non infectées 

ou infectées par wSuz. Enfin, nous avons montré que wSuz, dans son hôte naturel, n’était pas 

capable de sauver l’IC induite par wHa et wTei, ce qui a confirmé la possibilité d’exploiter ces 

souches pour le développement de la TII.  

En plus de son intérêt pour la mise en place de la TII, le transfert de wSuz chez D. 

simulans nous a permis de tester si cette souche pouvait induire de l’IC après transfert dans un 

nouvel hôte. Nous avons observé une réduction de 30% du taux d’éclosion lors de 

croisements entre mâles infectés par wSuz et des femelles non infectées chez D. simulans. 

Parallèlement, nous avons montré que dans les mêmes conditions expérimentales, 

wSuz induisait également 30% d’IC dans son hôte naturel, D. suzukii. Même si ce taux d’IC 

est relativement faible comparé à d’autres systèmes, la souche wSuz, en plus de conférer une 

protection à son hôte, peut manipuler sa reproduction. 
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Le mutualisme et la manipulation de la reproduction ne sont pas des phénotypes 

exclusifs et, dans un même hôte, un même symbiote peut en être responsable (Himler et al. 

2011). Martinez et al. (2015) ont mesuré l’expression de ces phénotypes protecteurs et 

manipulateurs chez 16 souches de Wolbachia différentes dans un même fond génétique chez 

D. simulans. Parmi ces souches, 4 induisaient exclusivement un phénotype protecteur, 2 un 

phénotype manipulateur, 8 souches procuraient les deux phénotypes, et 2 souches aucun de 

ces deux phénotypes (mais induisaient une augmentation de la fécondité). Ainsi, ces résultats 

soulignaient la complexité de catégoriser une souche de Wolbachia par l’expression du 

phénotype associé à son infection, tant il est hôte dépendant et peut varier selon les conditions 

environnementales. 

 Cette étude nous a permis de valider la première étape du processus de développement 

de la TII chez D. suzukii. Cependant, en plus d’induire un taux de stérilisation très élevé, il est 

indispensable de tester si la souche de Wolbachia nouvellement introduite n’affecte pas les 

traits d’histoires de vie des lignées transinfectées, notamment la survie et la compétitivité 

sexuelle des mâles stérilisants. C’est ce que nous avons cherché à vérifier dans la suite de ce 

travail de thèse (chapitre 4).  
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Chapitre 4: Etude de la compétitivité des mâles stérilisants 

et des traits d’histoire de vie des lignées transinfectées 
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Introduction    
  

 L’injection de différentes souches de Wolbachia chez D. suzukii ainsi que l’étude de 

l’expression de la fonction resc de wSuz dans son hôte naturel nous a permis de sélectionner 

deux souches candidates pour le développement de la TII, wHa et wTei. Pour que celle-ci soit 

efficace il est indispensable que les mâles stérilisants: (1) induisent un taux d’IC très élevé et 

(2) aient une compétitivité similaire à celle des mâles sauvages afin qu’ils stérilisent 

efficacement le plus grand nombre de femelles et ce le plus longtemps possible. Le premier 

point a été validé dans le chapitre 3 dans lequel nous avons mis en évidence que les mâles 

stérilisants âgés de 3 jours induisaient un taux d’IC proche de 100%. Cependant, plusieurs 

articles rapportent qu’il existe une corrélation positive entre l’intensité de l’IC et la densité 

bactérienne dans les spermatocytes (Clancy & Hoffmann 1998; Veneti et al. 2003, 2004) et 

que la densité peut diminuer au cours de la vie du mâle, diminuant ainsi l’intensité de l’IC 

(Karr et al. 1998; Reynolds & Hoffmann 2002; Awrahman et al. 2014). Pour l’application de 

la TII, une forte diminution de l’IC avec l’âge des mâles stérilisants serait un problème 

majeur. En effet, si les mâles lâchés devenaient rapidement majoritairement fertiles, ils 

rentreraient directement en compétition avec les mâles stériles et cela augmenterait le nombre 

de partenaires sexuels disponibles et fertiles pour les femelles. 

Le second point crucial est la compétitivité des mâles stérilisants qui se traduit par leur 

capacité à accéder à la reproduction et à survivre le plus longtemps possible. Ces paramètres 

vont directement dépendre des conséquences physiologiques liées à la présence des 

Wolbachia exogènes nouvellement introduites dans l’espèce cible. De nombreuses études 

rapportent que Wolbachia peut diminuer la fitness de son hôte en terme de survie, de 

fécondité, de taux d’éclosion, de développement larvaire et de compétitivité sexuelle et que 

ces coûts varient selon les génotypes hôtes, bactériens, et selon les conditions 

environnementales (Turelli 1994; Min & Benzer 1997; Weeks et al. 2007; Gavotte et al. 

2010; McMeniman & O’Neill 2010; Almeida et al. 2011; Yeap et al. 2011; Suh & Dobson 

2013; Turley et al. 2013; Hoffmann et al. 2014; Joshi et al. 2014). De tels coûts pourraient 

nuire à l’efficacité de la TII, que ce soit à travers une diminution de la compétitivité des mâles 

ou par des effets négatifs qui peuvent compromettre l’élevage et la production en masse de 

l’insecte.  
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L’objectif de ce chapitre était de mesurer plusieurs traits d’histoire de vie sur les mâles 

et les femelles transinfectés pour savoir s’il était réellement envisageable d’utiliser cette 

technique pour lutter contre les populations de D. suzukii. De plus, comme deux souches de 

Wolbachia ont été identifiées comme candidates, le but était également de savoir si une des 

deux pouvait être plus intéressante que l’autre pour la suite du projet de développement de la 

TII. 

Dans un premier temps, nous avons testé si les Wolbachia exogènes n’étaient pas trop 

coûteuses physiologiquement pour leurs hôtes. Pour cela nous avons mesuré, chez des 

individus infectés par wHa et wTei, plusieurs traits d’histoire de vie comme la survie, la 

fécondité, le taux d’éclosion des œufs et le succès de développement de l’œuf à l’adulte.  

Dans un second temps, l’objectif était d’étudier l’évolution du taux d’IC induit par les 

mâles wHa et wTei au cours de leur vie. 

Ensuite, nous avons mesuré la compétitivité sexuelle des mâles stérilisants, expérience 

qui, par manque de temps, n’a été réalisé que pour les mâles infectés par wHa.  

Enfin, nous avons mis en place un plan d’évolution expérimentale afin de simuler la 

TII et de tester l’effet de lâchers réguliers de mâles stérilisants infectés par wHa sur la 

dynamique des populations en enceinte climatique. 

   

Matériel & Méthodes 
 

Mesures de traits d’histoire de vie 

 

Les mesures de traits d’histoire de vie ont été réalisées sur quatre lignées de D. suzukii 

génétiquement homogènes: non infectées (ø), infectées par wSuz, wHa ou wTei. Ces lignées 

ont été maintenues à 22°C et 50% d’humidité. Concernant les moyens mis en œuvre pour 

l’obtention de ces différentes lignées dans un même fond génétique, voir la partie matériel et 

méthodes des articles 2 et 3. Les conditions de développement larvaire des individus utilisés 

pour la mesure des traits d’histoire de vie ont été standardisées. 50 œufs de chacune des 

lignées ont été déposés sur une cape de milieu d’élevage classique (2mL) insérée dans un tube 

contenant du milieu gélosé sucré (10%). Les émergents ont ensuite été utilisés pour les 

différentes mesures. Au moins 12 tubes de 50 œufs ont été réalisés par lignée.  
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Puisqu’il existe un polymorphisme d’infection par Wolbachia dans les populations de D. 

suzukii, l’ensemble des traits d’histoires de vie mesurés sur les lignées transinfectées ont été 

comparés à ceux des lignées non infectées mais également infectées par wSuz. 

 

Longévité 

 

La longévité a été mesurée sur les deux sexes. 10 mâles et 10 femelles vierges ont été 

placés séparément dans des tubes gélosés sucrés (10%) juste après leur émergence. Cela a été 

répété 10 fois par sexe, représentant 200 individus par lignée (100 mâles et 100 femelles). Les 

individus ont été gardés dans les mêmes tubes tout au long de l’expérience et les mesures de 

survie ont été effectuées quotidiennement. 

 

Fécondité & Taux d’éclosion 

 

10 femelles et 10 mâles vierges ont été placés juste après leur émergence dans des 

tubes contenant du milieu d’élevage (le même que celui utilisé pour l’accomplissement du 

cycle de développement) pendant 48h pour l’accouplement. Les femelles ont ensuite été mise 

individuellement dans des boites de pétri contenant du milieu gélosé à base de jus de raisin 

durant 48h pour la ponte. Le nombre d’œufs et le taux d’éclosion ont été comptabilisés 36h 

après. Au moins 18 répétitions ont été effectuées par lignée. 

 

Survie pré-imaginale et mesure du Sex-ratio 

 

Tous les individus qui ont émergés des tubes ont été comptés et sexés. Cela nous a 

permis de calculer un taux de survie du stade œuf à l’adulte, tous sexes confondus, mais 

également d’avoir le nombre d’émergents par sexe. Une mesure de la sex-ratio par lignée a 

également pu être réalisée. 

 

Effet de l’âge des mâles stérilisants sur l’intensité de l’IC 

 

Pour analyser l’effet de l’âge des mâles sur l’intensité de l’IC des croisements en 

masse ont été réalisés. Les mâles et les femelles fraîchement éclos ont été séparés et placés 

dans des tubes de milieu classique d’élevage (le même que celui utilisé dans les expériences  
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Fig 8. Cage à population utilisée pour la mesure de la compétitivité des mâles stérilisants. 
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précédentes) jusqu’à atteindre l’âge nécessaire pour les croisements. 10 femelles vierges 

âgées de 5-6 jours ont été placées dans des boîtes de ponte (Genesee Scientific, « embryo 

collection cage-small ») avec 10 mâles vierges âgés de 3-4 j, 7-8j ou 11-12j et ce pendant 48h 

avec, à disposition, du milieu classique d’élevage. Après 48h la boite de pétri contenant le 

milieu d’élevage a été remplacée par une boite de pétri contenant le milieu gélosé à base de 

jus de raisin pour permettre la ponte pendant 48h. Puis 36h après, le nombre d’œufs et le taux 

d’éclosion ont été comptabilisés. Pour chaque âge testé, 6 répétitions ont été réalisées. L’effet 

de l’âge des mâles sur l’intensité de l’IC a été testé chez les mâles infectés par wHa et wTei 

avec des femelles infectées ou non par wSuz. De plus, des croisements contrôles (mâles et 

femelles non infectés et mâles et femelles infectés par wSuz) ont été effectués pour mesurer 

l’effet de l’âge sur le taux d’éclosion indépendamment de l’effet de l’IC. Au total 96 

croisements en masse ont été effectués. 

 

Mesure de la compétitivité sexuelle des mâles stérilisants 

 

L’objectif de cette expérience a été de confronter les mâles stérilisants infectés par 

wHa et les mâles infectés ou non par wSuz afin d’évaluer leur compétitivité sexuelle. Le taux 

d’éclosion des œufs a été utilisé comme un proxy pour mesurer cette compétitivité. En effet, 

si le taux d’éclosion est de 0% dans les croisements incompatibles, et de 100% dans les 

croisements compatibles, lorsque les deux types de mâles sont en même proportions, le taux 

d’éclosion attendu sous l’hypothèse d’une compétitivité sexuelle similaire est de 50%. Ces 

expériences ont été réalisées dans des cages à populations  (30x30x30cm) (Fig 8) à 22°C, 

50% d’humidité et une photopériode de 12h. Chaque cage contenait un nombre constant de 

femelles vierges âgées de 5-6 jours (soit infectées par wSuz ou non infectées) plus un nombre 

constant de mâles (vierges et âgés de 3-4 jours) mais avec des proportions différentes selon 

les statuts d’infection. Ainsi, différents ratio ont été testés: 0:1:1 (0♂wHa:40♂ø:40♀ø) ; 1:1:1 

(20♂wHa:20♂ø:40♀ø) ; 5:1:1 (35♂wHa:7♂ø:40♀ø) ; 10:1:1 (40♂wHa:4♂ø:40♀ø) ; et 1:0:1 

(40♂wHa:0♂ø:40♀ø). Ces 5 ratios ont aussi été testés en confrontant les mâles infectés par 

wHa avec des mâles et des femelles infectées par wSuz. Chaque ratio a été répété 4 fois, 

représentant au total 20 cages à populations. 

Dans chacune des cages, les mâles et les femelles vierges ont été introduits 

simultanément pour une période de 48h afin de permettre l’accouplement. Chacune des cages 

contenait 2 pots de milieu classique d’élevage (50mL) et deux sources d’eau sucrée à 5% 

(50mL).   
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Fig 9. Cage à population utilisée pour l’évaluation de l’efficacité de la TII en enceinte 

climatique. 
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Deux boites de pétri (ø5.5 cm) de milieu gélosé sucré à base de jus de raisin ont ensuite été 

déposées dans la cage pour permettre la ponte durant 48h puis de nouveaux milieux de ponte 

ont été introduits 48h après, permettant d’obtenir des données sur les taux d’éclosion durant 4 

jours. Les boîtes de ponte ont été conservées dans les mêmes conditions que celle utilisées 

pour l’expérimentation (22°C et 50% d’humidité) et le nombre d’œufs et les taux d’éclosion 

ont été mesurés 36h plus tard. 

 

Evaluation de l’efficacité de la TII en enceinte climatique 

 

 L’objectif de cette expérience était de simuler la TII dans des grandes cages placées 

dans des enceintes climatiques permettant de contrôler la température, l’humidité et la 

luminosité. La TII peut être utilisée pour diminuer la taille des populations mais également 

pour limiter l’introduction et l’explosion démographique d’une population et c’est ce dernier 

point qui a été examiné ici. Seule l’utilisation des mâles infectés par wHa a été évaluée dans 

cette expérience. Deux cages identiques de 3x3x2m (Fig 9) ont été placées séparément dans 

des enceintes climatiques aux conditions similaires, à savoir 22°C, 70% d’humidité et une 

photopériode de 12h. Dans chacune des cages ont été placées 6 bouteilles de 1L contenant 

200 ml de milieu fruit rouge (mélange de fruits rouges: 50%, agar: 2.6%, levure: 12%, farine 

de maïs: 18%, sucre: 17%, nipagine: 0.4%) et 10 bouteilles (10 cl) d’eau sucrée à 5%. Dans la 

cage contrôle 20 femelles fécondées (10 non infectées et 10 infectées par wSuz) et 20 mâles 

(10 non infectés et 10 infectés par wSuz) âgés de 4 à 6 jours ont été introduits au début de 

l’expérimentation. Puis, tous les 7 jours, 20 femelles et 20 mâles (avec les mêmes proportions 

d’individus infectés ou non) ont été introduits dans la cage. Dans la cage « TII » la même 

procédure expérimentale a été réalisée sauf qu’en plus des 40 individus lâchés, 260 mâles 

stérilisants, infectés par wHa et âgés de 2 à 6 jours, étaient injectés dans la cage. Ainsi, un 

lâcher de mâles avec un ratio de 13:1 (260♂wHa : 20♂ (10♂ø+10♂wSuz)) a été réalisé 

chaque semaine. Le nombre de mâles stérilisants lâchés a été choisi en fonction de notre 

capacité à produire chaque semaine une quantité stable de mâles. 

L’expérimentation a duré 62 jours, soit 9 semaines environ, ce qui correspond à 360 

individus lâchés dans la cage contrôle et 2700 dans la cage « TII » (dont 2340 mâles 

stérilisants). L’objectif a été d’évaluer l’évolution de la taille des populations au cours du 

temps. Pour cela 6 sites de pontes (boîtes de pétri contenant du milieu gélosé à base du jus de 

raisin de taille 9cm) ont été introduits dans chaque cage 3 fois par semaine, sachant que 

chaque site était laissé 48h dans la cage. 
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A                B 

Fig 10. Courbe de survie des individus infectés par wHa, wTei, wSuz ou non infectés. A: 

femelles. B: mâles. Pour chaque sexe et chaque lignée, la survie a été mesurée quotidiennement sur 10 

tubes de 10 individus (N=100). 

 

 

A        B  

 

Fig 11. Fécondité (A) et taux d’éclosion (B) des œufs mesurés sur les lignées transinfectées 

par wHa et wTei et infectées ou non par wSuz. 
  



153 

 Le nombre d’œufs pondus a été utilisé comme un proxy de la taille de la population. De plus 

le taux d’éclosion a pu être déterminé sur chacun des sites de ponte. Ainsi 26 relevés par cage 

ont pu être réalisés tout au long de l’expérience. A la fin de l’expérimentation tous les 

individus vivants ont été capturés et comptés. 

 

Résultats 
 

Mesure de traits d’histoire de vie des lignées transinfectées 

 

Longévité 

 

La survie des mâles et des femelles transinfectées par wHa et wTei a été comparée à 

celles d’individus infectés et non infectés par wSuz. De façon générale, un effet significatif du 

statut d’infection a été observé sur la survie des adultes chez les femelles et chez les mâles 

(Régression paramétrique de modèle de survie, ♀: F=121.94, d.f=3, P<0.001 ; ♂: F=38.97, 

d.f=3, P<0.001): les individus infectés par wTei ont une survie significativement plus 

importante que l’ensemble des autres lignées (Fig 10A et 10B). Chez les femelles il n’existe 

aucune différence significative entre les trois autres lignées (individus non infectés, infectés 

par wSuz ou wHa (Fig 10A)) alors que chez les mâles, les individus infectés par wSuz ont une 

survie significativement supérieure à celle des individus non infectés (P=0.016) (Fig 10B).   

 

Fécondité & Taux d’éclosion 

 

Le nombre d’œufs pondus par femelle pendant 48h est en moyenne de 21.15 (±10.82) 

pour les femelles non infectées (ø), 26.21 (±8.17) pour les femelles wSuz, 22.29 (±9.14) pour 

wHa et 26.39 (±12.03) pour wTei. Il existe un effet significatif du statut d’infection des 

femelles sur le nombre d’œufs pondus (ANOVA, F=286.39, d.f=3, P<0.001), avec une 

fécondité significativement supérieure des femelles wTei comparée à celles des femelles ø et 

wHa (Fig 11A). Aucun effet significatif du statut d’infection sur les taux d’éclosion n’a été 

observé (Fig 11B). Les taux d’éclosion obtenus pour les différentes lignées sont tous compris 

entre 80 et 100%, avec 94.59% (±9.14) pour la lignée ø, 83.83% (±25.36) pour wSuz, 83.31% 

pour wHa (±25.50) et 91.33% (±15.59) pour wTei.  
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 A       B 

Fig 12. Taux de survie du stade œuf à l’adulte (A) et Sex-ratio des émergents (B) mesurés sur 

les lignées transinfectées et infectées ou non par wSuz. 

 
 

Fig 13. Mesure du taux 

d’éclosion des œufs en 

fonction de l’âge des mâles 

infectés par wTei (A) et wHa 

(B) lors de croisements avec 

des femelles infectées ou non 

par wSuz. Pour chaque type de 

croisement, trois âges de mâles 

ont été testés : 3-4, 7-8 et 11-12 

jours. Les croisements 

contrôles correspondent à des 

croisements entre individus non 

infectés ou infectés par wSuz. 

Chaque croisement correspond 

à des croisements en masse 

(10♂x10♀) et 6 répétitions ont 

été réalisées par type de 

croisement. 

 

A 

B 
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Survie pré-imaginale et mesure du Sex-ratio 

 

Il existe un effet significatif du statut d’infection sur les taux de survie du stade œuf à 

adulte (F=5.515, d.f=3, P=0.002). Les résultats précédents ont montré qu’il n’y avait pas 

d’effet significatif du statut d’infection sur les taux d’éclosion. La différence significative 

observée ici serait donc due à une différence de survie du premier stade larvaire au stade 

adulte selon les statuts d’infection. Les individus non infectés par Wolbachia ont un taux de 

survie significativement plus élevé que ceux des autres lignées (ø: 75.33% (±6.34) ; wSuz: 

64.38% (±12.63) ; wHa: 62.17% (±3.86) ; wTei: 64.00% (±8.49)) ; alors qu’il n’existe aucune 

différence entre les lignées wSuz, wHa et wTei (Fig 12A). La sex-ratio moyenne de chacune 

des lignées est proche de 1 (50:50) et aucun effet « lignée » n’a été observé (F=20.64, d.f=3, 

P=0.814) (Fig 12B). 

 

Effet de l’âge des mâles stérilisants sur l’intensité de l’IC 

 

L’objectif ici était de tester l’influence de l’âge des mâles wHa et wTei, sur les taux 

d’IC exprimés. Des croisements contrôles ont été réalisés (♂ø x ♀ø et ♂wSuz x ♀wSuz) pour 

évaluer l’effet de l’âge sur l’évolution des taux d’éclosion. Ces derniers montrent qu’il n’y a 

pas d’effet significatif de l’augmentation de l’âge des mâles sur les taux d’éclosion, que ce 

soit lors de croisements entre individus non infectés (Modèle linéaire généralisé (loi 

binomiale), F= 10.98, d.f=2, P=0.60) ou infectés par wSuz (F=9.96, d.f=2, P=0.69) (Fig 13A 

et 13B).  

Pour les croisements incompatibles, nous avons observé une augmentation globale du 

taux d’éclosion avec l’allongement de l’âge des mâles. Que ce soit lors de croisements avec 

des femelles infectées ou non, il existe une influence significative de l’âge des mâles wHa 

(♀ø: F=91.45, d.f=2, P<0.001 ; ♀wSuz: F=162.72, d.f=2, P<0.001) et des mâles wTei (♀ø: 

F=68.74, d.f=2, P<0.001 ; ♀wSuz: F=54.10, d.f=2, P<0.001) sur le taux d’éclosion (Fig 13). 

Le taux d’éclosion passe de 2.21% (±2.77) pour des mâles âgés de 3-4 jours à 17.33% (±9.54) 

pour des mâles âgés de 11-12 jours lors des croisements entre les mâles wHa et les femelles ø, 

et de 2.21% (±2.03) à 17.17% (±7.48) lors de croisements avec des femelles wSuz (Fig 13B). 

Pour les croisements avec les mâles wTei, l’augmentation du taux d’éclosion est plus 

importante, il passe de 4.61% (±4.31) à 33.33% (±13.85) et de 6.05% (±5.91) à 30.99% 

(±8.51) lors de croisements avec des femelles ø et wSuz respectivement (Fig 13A). 
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Fig 14. Diminution de la fertilité des femelles ø et wSuz avec l’augmentation de la proportion 

des mâles wHa par rapport aux mâles ø ou wSuz. Les boxplot en bleu et rouge indiquent les 

résultats obtenus lors des croisements avec des femelles respectivement non infectées et infectées par 

wSuz. Les losanges bleu et orange indiquent les taux d’éclosion attendus sous l’hypothèse d’une 

compétitivité sexuelle similaire entre les mâles wHa et les mâles non infectés (bleu) et infectés 

(orange) par wSuz. NS : pas de différence significative; P>0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, test 

binomial exact. 
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Les taux d’éclosion obtenus pour chacun des âges testés sont différents entre eux sauf 

lors des croisements entre les mâles wTei âgés de 7-8 et 11-12 jours et les femelles wSuz (test 

de Tukey, P=0.173) (Fig 13A). Une augmentation de 4 jours de l’âge des mâles a donc une 

influence sur les taux d’IC exprimés mêmes si ces taux restent élevés lors de l’utilisation de 

mâles âgés (11-12 jours), avec des taux d’IC compris entre 70 et 85%. 

Par ailleurs, ces résultats confirment ceux obtenus précédemment, à savoir que les 

femelles ne sont pas capables de sauver l’IC induite par les mâles wHa et wTei, et ce 

indépendamment de l’âge des mâles car, quel que soit l’âge des mâles infectés, aucune 

différence n’a été observée entre les croisements avec les femelles ø et infectées par wSuz (Fig 

13A et 13B). 

 

Mesure de la compétitivité sexuelle des mâles transinfectés 

 

L’objectif de cette expérience a été de confronter les mâles stérilisants infectés par 

wHa avec des mâles non infectés ou infectés par wSuz et de comparer leur 

compétitivité sexuelle, à savoir leur capacité à accéder à la reproduction. Nous avons d’abord 

confirmé que les mâles wHa induisaient un taux d’IC proche de 100%, avec des taux 

d’éclosion moyens de 0.40% (±1.74) et 0.44% (±0.56) lors de croisements avec des femelles 

ø et infectées par wSuz respectivement (Fig 14). Ces résultats sont en accord avec ceux 

obtenus lors des croisements individuels (chapitre 3) et confirment l’incapacité de la souche 

wSuz à sauver l’IC induite par wHa. La confrontation des mâles wHa avec les autres mâles (ø 

et wSuz) avec des ratios 1:1, 1:5 et 1:10 a mis en évidence une diminution significative du 

taux d’éclosion avec l’augmentation de la proportion de mâles stérilisants (F=400.3, d.f=4, 

P<0.001). De plus, aucun effet du statut d’infection des femelles n’a été observé tous ratio 

confondus (F=346.2, d.f=1, P=0.208), ce qui confirme encore une fois que la présence de 

wSuz chez les femelles ne modifie pas les taux d’IC. Les comparaisons deux à deux montrent 

qu’il existe une différence significative entre chacun des ratios testés (statuts d’infection des 

femelles confondus), même entre les ratios 1:5 et 1:10 où les taux d’éclosions obtenus sont 

pourtant proches (Fig 14).  

Les taux d’éclosion obtenus dans les croisements contrôles, 1:0 et 0:1 nous ont permis 

de calculer les taux d’éclosions attendus sous l’hypothèse d’une compétitivité sexuelle 

similaire entre les différents mâles pour les ratios 1:1, 1:5 et 1:10 (Fig 14). Pour chacun des 

ratios testés, il existe une différence significative entre le taux d’éclosion observé et celui  
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A       B 

 

Fig 15. Evolution du nombre d’œufs pondus (A) et du taux d’éclosion (B) dans la cage 

contrôle (sans lâchers de mâles stérilisants) et dans la cage TII (avec lâchers massifs et 

répétitifs de mâles stérilisants infectés par wHa).  
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attendu, sauf pour le ratio 1:1 lors de la confrontation entre les mâles wHa et les individus non 

infectés (Fig 14). Cependant, il est important de noter que malgré ces différences 

significatives, les taux d’éclosions observés sont pour chacun des ratios testés très proches des 

valeurs attendues (Fig 14). 

 

Evaluation de l’efficacité de la TII en enceinte climatique 

 

L’objectif de cette expérience était de savoir si des lâchers de mâles stérilisants 

infectés par wHa pouvaient limiter l’augmentation de la taille de la population de D. suzukii. 

Pour cela, 40 individus (20 mâles et 20 femelles) ont été introduits dans chacune des cages 

pour fonder une population. Dans la cage contrôle, le nombre d’œufs pondus a très nettement 

augmenté 38 jours après les premiers lâchers (Fig 15A), durée qui correspond à environ deux 

générations. A ce moment-là de l’expérimentation, 100 femelles fécondées avaient déjà été 

introduites dans chacune des cages. Le nombre d’œufs pondus a ensuite constamment 

augmenté dans la cage contrôle jusqu’à atteindre à la fin de l’expérimentation 1408 œufs 

pondus en 48h (Fig 15A). Dans la cage dans laquelle a été introduite 260 mâles stérilisants par 

semaine (cage TII), le nombre d’œufs pondus est resté stable et compris entre 0 et 49 jusqu’au 

53ème jour d’expérimentation puis a légèrement augmenté pour atteindre 308 à la fin de 

l’expérimentation (Fig 15A). L’utilisation de la TII a donc permis de maintenir la taille de la 

population à un niveau 4,6 fois inférieur à celui de la cage contrôle. De plus, les taux 

d’éclosion observés dans la cage TII étaient très inférieurs à ceux obtenus dans la cage 

contrôle (Fig 15B). Ainsi, sur les 308 œufs comptés lors du dernier relevé de l’expérience 

dans la cage TII, seulement 120 étaient viables (39%), comparé à 1150 sur 1408 dans la cage 

contrôle (82%). 

En fin d’expérience, après 62 jours, les individus vivants ont été capturés, comptés et 

sexés dans chacune des cages. Dans la cage contrôle 2184 individus, dont 1194 femelles 

(54.7%) ont été récupérés alors que seulement 664 individus dont 275 femelles (41.4%) 

étaient vivants dans la cage TII. Le nombre de mâles stérilisants lâchés dans la cage TII était 

beaucoup plus important que les mâles ø ou wSuz. La prise en compte du nombre de mâles 

pourrait donc biaiser la comparaison des tailles de population dans chacune des cages. Le 

nombre de femelle est un indicateur fiable. Ainsi, à la fin de l’expérience, il y avait 4,3 fois 

moins d’individus dans la cage TII que dans la cage contrôle, proportion similaire à celle 

obtenue par le comptage des œufs.  
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Discussion 
 

L’objectif principal de cette étude était de mesurer en conditions de laboratoire 

plusieurs paramètres jugés cruciaux avant de mettre en place des expériences à plus grande 

échelle. Les mesures des traits d’histoire de vie sur les lignées transinfectées n’ont pas mis en 

évidence de coûts liés à la présence des Wolbachia exogènes wHa et wTei chez D. suzukii. 

Mis à part des taux de survie du premier stade larvaire au stade adulte légèrement inférieur à 

ceux observés chez les individus non infectés par wSuz, la survie des femelles, la fécondité et 

les taux d’éclosion des œufs sont similaires voire supérieurs à ceux obtenus chez les lignées ø 

et wSuz, ce qui est un point très positif par rapport à un éventuel élevage massif des lignées 

transinfectées. Les mesures de survie des différents types de mâles montrent que les mâles 

stérilisants, infectés par wHa et wTei, ont une survie similaire voire meilleure que les mâles ø 

et wSuz, ce qui est une donnée importante dans la perspective d’utiliser ces mâles stérilisants 

pour le développement de la TII. L’infection par Wolbachia, qu’elle soit naturelle ou 

artificielle, n’affecte pas les principaux traits d’histoire de vie de D. suzukii.  

L’effet de l’âge des mâles stérilisants sur les taux d’IC a également été testé. Malgré 

une diminution significative du taux d’IC avec l’augmentation de l’âge des mâles, les taux 

d’éclosion observés restent faibles et ne devraient pas compromettre la possibilité d’exploiter 

les lignées wHa et wTei pour la TII. Cependant, un travail de modélisation est nécessaire pour 

évaluer de manière pertinente l’impact de cette légère diminution de l’IC sur l’efficacité des 

lâchers de mâles stérilisants.  

Les mesures de compétitivité sexuelle en cages à populations nous ont permis de 

montrer que les mâles wHa étaient autant capables d’accéder à la reproduction que les mâles ø 

et wSuz. Cela indique que les mâles stérilisants ont une survie similaire aux mâles ø et wSuz, 

au moins pendant les 48h d’accouplement qui ont suivi les lâchers. De plus, ces résultats 

montrent que les femelles, infectées ou non par wSuz, ne sont pas capables de discriminer les 

mâles stérilisants. 

Ces résultats, pris dans leur ensemble, sont très encourageants pour la poursuite du 

développement de la TII chez D. suzukii. En effet, les mâles stérilisants induisent des taux 

d’IC élevés jusqu’à 12 jours après émergence, ont une compétitivité sexuelle et une survie 

similaire à celles des mâles ø et wSuz, et les souches de Wolbachia wHa et wTei ne semblent 

pas être coûteuses pour leur hôte sur les traits d’histoire de vie mesurés dans cette étude.  
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Pour démontrer expérimentalement que la TII peut être efficace pour lutter contre D. 

suzukii, un dispositif permettant d’évaluer la dynamique de populations soumis ou non à des 

lâchers de mâles infectés par wHa a été mis en place. L’introduction et l’établissement d’une 

population dans une serre ont été simulés (correspondant aux grandes cages), avec des 

introductions fréquentes d’individus provenant de l’extérieur, dans le but de savoir si des 

lâchers massifs de mâles stérilisants pouvaient limiter l’augmentation de la taille de la 

population. Ces lâchers ont permis de limiter pendant 8 semaines l’augmentation de la densité 

de population et ce même avec l’introduction de femelles fécondées au cours de l’expérience. 

Au terme de l’expérience, la taille de la population dans la cage contrôle était 4,3 fois plus 

importante que dans la cage « TII ». Cette dernière expérience est la démonstration que la TII 

est une approche prometteuse et concrète pour lutter contre les populations de D. suzukii.  

Un travail de modélisation mériterait d’être initié pour estimer la faisabilité de cette 

technique en prenant en compte l’ensemble des données acquises dans ce chapitre et les 

précédents. Des données telles que les taux d’IC, la survie larvaire et adulte, la fécondité 

pourraient être incorporées dans des modèles pour simuler l’évolution de la taille d’une 

population en faisant varier le nombre et la fréquence des mâles stérilisants par exemple. Ces 

modèles permettraient également de tester l’impact de la diminution de l’IC avec l’âge des 

mâles stérilisants, et de déterminer les paramètres à modifier (nombre de lâchers, fréquence, 

…) pour contrecarrer ce potentiel effet négatif. La modélisation permettrait ainsi de connaitre 

quelles sont les limites de cette technique comme par exemple la taille de la population cible à 

ne pas dépasser, ou au contraire, définir la fréquence et le nombre de mâles stérilisants à 

lâcher pour avoir un effet significatif sur la taille de la population ciblée.  

Certaines expérimentations méritent d’être répétées pour valider les résultats obtenus 

dans ce chapitre. Premièrement, il est indispensable de mesurer la compétitivité des mâles 

wTei dans les mêmes conditions que celles utilisées pour mesurer celle des mâles wHa. 

Deuxièmement, l’efficacité de la TII en enceinte climatique mériterait d’être évaluer en 

utilisant d’autres ratios que celui utilisé ici.  Il pourrait être aussi intéressant de tester si les 

lâchers de mâles stérilisants, en plus de pouvoir limiter l’augmentation de la taille d’une 

population, peuvent diminuer la taille d’une population déjà conséquente.  

Nous verrons en discussion générale les futures expériences qui mériteraient d’être 

menées à plus grande échelle et les différents verrous techniques qui restent à lever pour que 

la TII soit un outil opérationnel pour lutter contre D. suzukii. 
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 Discussion générale 
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Un des défis majeurs du XXIème siècle pour nos sociétés sera de produire à l’échelle 

mondiale une quantité suffisante de ressources alimentaires tout en maintenant un niveau de 

productivité économique satisfaisant, et à faibles impacts sur la biodiversité. Or, les insectes 

ravageurs de cultures réduisent d’environ 30% les rendements agricoles (Bebber et al. 2013). 

Deux principaux phénomènes vont conduire à l’augmentation de l’introduction et de la 

distribution de nouvelles espèces potentiellement nuisibles: le dérèglement climatique et le 

commerce international. Les prédictions du dérèglement climatique à l’horizon 2050 

prévoient une augmentation de 18% de l’aire de répartition des espèces invasives 

d’arthropodes connues actuellement (Bellard et al. 2013).  

 Dans l’optique d’une lutte durable et respectueuse de l’environnement contre ces 

ravageurs, il est indispensable de diversifier les méthodes de contrôle des populations pour 

proposer des alternatives concrètes aux produits phytosanitaires. C’est dans cette démarche 

que s’inscrivent mes travaux de recherche. L’objectif de cette thèse était de développer une 

nouvelle méthode de lutte pour contrôler les populations de D. suzukii. Plus précisément, il 

s’agissait de savoir si la Technique de l’Insecte Incompatible pouvait être une technique 

efficace pour diminuer les densités de populations de ce ravageur. Cette technique repose sur 

des lâchers inondatifs et fréquents de mâles infectés par Wolbachia afin qu’ils stérilisent, via 

l’IC, les femelles en populations naturelles. 

Afin de répondre à cette problématique, nous avons acquis des données sur la biologie 

de cet insecte, en particulier sur ses interactions avec les bactéries Wolbachia. L’étude 

descriptive de l’association entre D. suzukii et Wolbachia à l’échelle européenne a été la 

première étape de ce projet de recherche (chapitre 1). Nous avons mis en évidence que les 

populations européennes de D. suzukii étaient infectées par une seule souche de Wolbachia, 

qui présente des prévalences intermédiaires dans la majorité des populations étudiées. De 

plus, nous avons montré que wSuz n’induisait pas une IC forte dans son hôte naturel. Cette 

étude descriptive a permis d’orienter les recherches à suivre pour le développement de la TII 

chez D. suzukii, mais également de participer à l’apport de connaissances sur les interactions 

hôte-Wolbachia. De plus, la description de cette association naturelle nous a conduit à nous 

interroger plus spécifiquement sur les interactions entre D. suzukii et sa seule souche de 

Wolbachia, wSuz (chapitre 2), notamment sur le maintien de ce symbiote en prévalence 

intermédiaire dans les populations mondiales. Nous avons pu mettre en évidence que wSuz 

pouvait être un symbiote mutualiste facultatif car elle peut conférer à son hôte une protection 

antivirale. 

  



168 

  



169 

Le projet de développement de la TII a essentiellement pris forme grâce aux 

expériences conduites dans le chapitre 3, à savoir l’analyse des relations d’IC entre wSuz et 

d’autres souches de Wolbachia chez D. simulans puis chez D. suzukii. Cette analyse nous a 

permis de sélectionner deux souches de Wolbachia potentiellement intéressantes, wHa et 

wTei, qui induisent des taux d’IC proche de 100% lors de croisements avec des femelles 

infectées ou non par wSuz. De plus, cette étude nous a permis de confirmer les connaissances 

acquises sur les facteurs qui influencent l’expression de l’IC. Nous avons par exemple 

confirmé des résultats antérieurs tels que des effets forts du génotype hôte et bactérien sur 

l’expression et l’intensité de l’IC. Les transferts des différentes souches de Wolbachia réalisés 

dans cette étude permettent également de disposer de quatre souches de Wolbachia, wSuz, 

wHa, wTei et wRi dans deux hôtes différentes, D. suzukii et D. simulans. Des études 

comparatives pourraient être menées sur ces associations pour affiner nos connaissances sur 

les interactions hôte-Wolbachia. 

Dans la dernière partie de cette thèse, nous nous sommes focalisés sur les lignées de 

D. suzukii transinfectées sélectionnées dans le chapitre 3. Nous avons d’abord montré que les 

Wolbachia exogènes, wHa et wTei, n’affectent pas les traits d’histoire de vie de D. suzukii. 

Ensuite nous avons mis en évidence que les mâles stérilisants infectés par wHa et wTei 

induisent des taux d’IC élevés tout au long de leur vie. Enfin, nous avons montré que les 

mâles infectés par wHa ont une compétitivité sexuelle similaire à celle des mâles infectés ou 

non par wSuz et que des lâchers massifs et répétitifs des mâles stérilisants permettent de 

limiter l’augmentation de la taille d’une population dans une grande cage en enceinte 

climatique (chapitre 4).  

En cumulant les résultats acquis dans chacun des chapitres de cette thèse, il est 

désormais possible de définir plus clairement les interactions entre wSuz et D. suzukii: une 

souche à prévalence intermédiaire qui n’a pas de coûts physiologiques forts sur son hôte 

(Hamm et al. 2014; Mazzetto et al. 2015; Cattel et al. 2016a) (chapitre 1 & 4), qui peut 

procurer un effet protecteur plus ou moins élevé selon le fond génétique (Cattel et al. 2016b) 

(chapitre 2) et induire une manipulation de la reproduction via l’IC, assez faible et 

potentiellement non détectable selon les lignées hôtes utilisées (Hamm et al. 2014; Cattel et 

al. 2016a) (chapitre 1 & 3), et avec une transmission imparfaite en milieu naturel (Hamm et 

al. 2014). L’ensemble des phénotypes induit par la présence de wSuz chez D. suzukii 

semblent varier selon les génotypes hôtes et les conditions environnementales.  
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Il semble donc complexe de définir précisément ce qui peut maintenir wSuz dans les 

populations naturelles. Ce maintien est multifactoriel et doit dépendre d’une multitude 

d’autres effets encore jamais testé en laboratoire.  

A mon sens, nous avons effectué les mesures suffisantes en laboratoire pour affirmer 

que la TII est un outil prometteur pour lutter contre D. suzukii. En résumé, l’ensemble des 

expériences menées au cours de cette thèse nous ont permis d’obtenir des lignées de D. 

suzukii infectées par des souches de Wolbachia: (1) qui ont un taux de transmission 

maternelle de 100%, (2) capables d’induire des taux de stérilisation proches de 100%, en 

présence ou non de la souche de Wolbachia native, (3) avec des mâles compétitifs, (4) dont 

l’infection par les Wolbachia exogènes n’induisent pas de coûts sur les traits d’histoire de vie 

de l’insecte, et (5) qui sont capables de limiter l’augmentation de la taille de population de D. 

suzukii lors d’une simulation de la TII en cage à population.  

Ces travaux de thèse ont permis d’initier le projet de développement de la TII chez D. 

suzukii et de montrer que cette technique à un potentiel intéressant. Cependant, des recherches 

sont encore à mener et plusieurs verrous techniques devront être levés pour que la TII soit une 

alternative concrète aux moyens de lutte utilisés actuellement. 

 

Perspectives de recherches pour l’application de la TII 

 

Expériences à court terme en conditions de laboratoire 

 

Pour que la TII soit efficace, les mâles stérilisants doivent avoir une compétitivité 

sexuelle similaire à celle des mâles sauvages. Des expériences en cages à population ont 

montré que les mâles infectés par wHa étaient autant compétitifs que les mâles infectés ou non 

par wSuz (chapitre 4). Cependant, il est indispensable de vérifier également la compétitivité 

sexuelle des mâles infectés par wTei, seconde souche de Wolbachia potentiellement 

intéressante pour le développement de la TII. Cette expérience n’a pas été faite dans le cadre 

de cette thèse par manque de temps mais devrait être réalisé en 2017 par un stagiaire de 

Master II.  

Les transferts de plusieurs souches de Wolbachia chez D. suzukii nous ont permis 

d’obtenir deux souches de Wolbachia candidates, wHa et wTei. Chez D. simulans, ces deux 

souches montrent de l’IC bidirectionnelle (Zabalou et al. 2008), c’est-à-dire que les mâles 

infectés par wHa stérilisent les femelles infectés par wTei et inversement.  
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Il serait alors intéressant de vérifier si ce patron d’IC est identique chez D. suzukii. En 

effet, en cas de lâchers accidentels de femelles infectées par wHa ou wTei et de remplacement 

des populations, des lâchers de mâles infectés par l’autre souche pourraient être réalisés pour 

maintenir une pression sur la population cible.

éjaculat prédomine. 

 

Expérimentations à court et moyen termes en conditions semi-naturelles

Dans un premier temps, il serait intéressant de comparer la survie et la compétitivité 

des mâles stérilisants à celles des mâles sauvages lorsqu’ils sont soumis à des variations de 

température, d’humidité et de luminosité, dans de grandes cages à population. En effet, au 

cours de cette thèse, toutes les expériences ont été réalisées dans des conditions standards et 

stables. 

De plus, la survie, la compétitivité sexuelle et la capacité des mâles stérilisants à 

induire de forts taux de stérilisation ont toujours été mesurées en utilisant des lignées de D.

suzukii infectées ou non par wSuz maintenues au laboratoire depuis plusieurs années. 

              D’autres expériences seraient intéressantes à développer. L’étude des systèmes 

d’accouplement de l’insecte par exemple, qui peuvent également jouer un rôle dans le succès 

de l’utilisation de mâles stériles, surtout quand il existe des comportements complexes pour le 

choix du partenaire sexuel: sélection active de la femelle, production de phéromones par le 

mâle ou encore présence de compétition entre mâles pour l’accès à la reproduction. Cela 

pourrait notamment être compromettant si la femelle choisit son partenaire sur des bases 

phénotypiques où de minimes différences entre les mâles sauvages et stériles auraient des 

conséquences   importantes.   Des   comportements   post-copulatoires   pourraient  également jouer 

un rôle majeur, s’il existe des accouplements multiples et que la femelle peut 

préférentiellement utiliser le sperme des mâles sauvages. Par exemple, chez D. melanogaster, 

le génotype de 4 à 6 mâles peuvent participer à la descendance d’une seule femelle (Imhof et 

al. 1998). Le système d’accouplement n’est pour le moment pas connu chez D. suzukii. Des 

croisements en laboratoire permettraient d’étudier la compétition entre les deux types de 

sperme. L’accouplement pourrait être vérifié entre une femelle et un mâle sauvage puis le 

mâle serait remplacé par un mâle stérilisant et inversement. Nous pourrions donc savoir, via 

les taux d’éclosion, si la femelle peut utiliser le sperme de plusieurs mâles et si oui, quel 
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Pour les prochaines expérimentations, il semble important de confronter les mâles 

stérilisants à des mâles et des femelles sauvages. Pour cela des fruits infestés par D. suzukii 

pourraient être récupérés dans différentes cultures et les émergents seraient directement 

utilisés pour les expérimentations. 

L’évaluation de l’efficacité de la TII en enceinte climatique a montré que des lâchers 

massifs et répétitifs de mâles stérilisants infectés par wHa pouvaient limiter l’augmentation de 

la taille de population de D. suzukii. Des expériences similaires pourraient être menées en 

conditions réelles, c’est-à-dire dans des serres avec des cultures de fraises par exemple, pour 

savoir si des lâchers de mâles stérilisants permettent de limiter les dégâts sur fruits.  

 

Expérimentations à long terme en milieu naturel 

 

Il est fort probable que la TII pourrait être efficace dans un environnement clos tel que 

des serres ou des tunnels car les mâles stérilisants lâchers seraient cantonnés aux cultures et 

l’entrée d’individus provenant de l’extérieur serait limitée. Cependant, des expériences en 

milieu naturel permettraient de savoir si la TII pourrait s’étendre à des paysages ouverts 

comme les cultures de cerisiers, les plus impactées par D. suzukii. Pour cela, il serait 

intéressant de savoir comment se comporteraient les mâles stérilisants en milieu naturel. Des 

expériences de marquage, lâchers et captures pourraient être réalisées dans ce sens. Cela 

permettrait d’évaluer leur survie et leur capacité de dispersion en milieu naturel. Le marquage 

à l’albumine tout comme l’utilisation de poudres fluorescentes pourraient être utilisées, même 

si cette dernière ne semble pas être optimale chez D. suzukii (Klick et al. 2014).  

D. suzukii est capable de s’orienter à large échelle spatiale vers des habitats plus 

chauds et tamponnés pour se protéger des températures les plus froides, tels que des forêts 

(Pelton et al. 2016) ou des bâtiments (Rossi-Stacconi et al. 2016). Le développement de la TII 

nécessite donc une approche multidisciplinaire avec notamment un apport de l’écologie du 

paysage et de la dynamique des populations afin, par exemple, de cibler plus précisément les 

zones refuges utilisées par D. suzukii durant la période hivernale. En effet, il semble opportun 

d’utiliser cette technique à la sortie de l’hiver, lorsque les tailles des populations sont les plus 

faibles (Harris et al. 2014; Wang et al. 2016). De plus, à cette période-là, la sex-ratio est 

biaisée en faveur des femelles puisqu’elles sont davantage résistantes au froid que les mâles 

(Jakobs et al. 2015; Zerulla et al. 2015). La compétition pour l’accès à la reproduction entre 

les mâles sauvages et les mâles stérilisants serait alors moindre.  
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Au vu des tailles de populations de D. suzukii atteintes lors de pics de populations au 

printemps et à l’automne, il est décisif de contrôler les populations à la sortie de l’hiver pour 

maintenir les densités de populations sous un seuil acceptable au moment des cultures. Ces 

conclusions sont également valables pour du piégeage massif ou pour l’utilisation d’ennemis 

naturels. 

La capacité de l’insecte à se déplacer au sein et entre les différentes localités influence 

la taille des zones de lâchers, le besoin de zones « barrière » et tampon, et les moyens mis en 

œuvre pour les lâchers (Knipling 1979). Klick, Yang & Bruck (2015) ont montré que D. 

suzukii pouvait se déplacer entre des parcelles espacées d’une centaine de mètres, avec une 

dispersion de 67-87 mètres en 36h (Klick et al. 2016). Ces expériences préliminaires méritent 

d’être approfondies pour mieux comprendre les capacités de dispersion et l’influence de 

l’écologie du paysage sur les distributions des populations de D. suzukii. En effet, des 

immigrations d’un petit nombre de femelles fécondées ou d’un grand nombre de mâles dans 

une zone de lâchers pourrait potentiellement compromettre l’efficacité du programme. 

L’ensemble des résultats prometteurs obtenus au cours de cette thèse montrent que la 

TII peut être un outil intéressant mais pour qu’elle soit utilisée, plusieurs expériences à grande 

échelle doivent être réalisées. Pour mettre en place ces futures expériences et pour que cette 

technique soit pertinente, plusieurs verrous techniques doivent être levés. Parmi eux, deux 

points majeurs : une méthode de sexage et un système de production en masse de l’insecte. 

 

Production en masse 

 

La TII repose sur des lâchers fréquents et inondatifs de mâles stérilisants dans 

l’environnement. Un système d’élevage en masse doit donc être développé chez D. suzukii. 

Plusieurs composante très importantes doivent être optimisées: l’aspect économique, la 

conception des installations, le lieu de production, les préoccupations environnementales liées 

aux fuites d’insectes fertiles, la lignée de l’insecte choisit, la production et l’automatisation du 

système d’élevage (Parker 2005). L’élevage est une étape cruciale car les caractéristiques du 

milieu d’élevage comme les éléments nutritifs, les contaminants, l’humidité, la texture et le 

pH peuvent influencer la taille, la survie, la longévité, la capacité de vol et copulatoire, et la 

réactivité à la lumière (Lance & McInnis 2005). La production en masse peut aussi conduire à 

des différences génétiques entre les populations de laboratoire et naturelles (Cayol 2000).  
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Des traits peuvent être sélectionnés durant l’élevage en masse, comme des comportements 

d’accouplements inappropriés. Des renouvellements réguliers du patrimoine génétique par 

l’introduction d’individus piégés dans la nature doivent donc être réalisés. Plusieurs types de 

milieu d’élevage ont été testés dans notre équipe, milieu classique, à base de fruits rouges ou 

de carottes. L’ensemble de ces milieux d’élevage permettent à D. suzukii d’accomplir 

correctement son cycle de développement et de maintenir les adultes en vie pendant plusieurs 

jours. Cependant, contrairement à D. melanogaster ou à D. simulans, l’amplification des 

lignées de D. suzukii est plus compliquée, notamment à cause de la faible fécondité des 

femelles en conditions de laboratoire et des fortes variabilités de facilité d’élevage selon les 

lignées utilisées. 

 

Méthode de sexage 

 

Contrairement à la TIS, la TII repose sur des lâchers massifs exclusivement composés 

de mâles, ce qui nécessite une méthode de sexage très efficace et à grande échelle. De 

nombreux projets ont été initiés afin de développer la TII contre des ravageurs de cultures 

comme C. capitata ou B. oleae mais cette technique n’est à l’heure actuelle pas utilisée en 

milieu naturel. Plusieurs raisons peuvent être avancées pour expliquer cela, mais l’absence de 

techniques efficaces de sexage à grande échelle, sans avoir recours à la modification 

génétique est, selon moi, le point essentiel et charnière permettant de passer à des 

programmes de grandes envergures. Trois techniques différentes ont été développées pour 

différencier les mâles des femelles: mécanique, comportementale et génétique. 

Dans sa forme la plus simple, le sexage mécanique est réalisé à l’œil nu au stade 

nymphal de l’insecte, mais dans un contexte de lâchers inondatifs, elle est insuffisante. 

Classiquement, le sexage mécanique se base sur un système automatisé de reconnaissance de 

dimorphisme sexuel à des stades particuliers du développement de l’insecte. Généralement le 

sexage est réalisé au stade nymphal où les nymphes sont d’abord séparées des larves en 

fonction de leur taille et ou de leur flottabilité (Benedict et al. 2009). Ce système a déjà été 

adapté chez le moustique dans lequel des tamis permettent de séparer les nymphes mâles des 

nymphes femelles. Le sexage mécanique peut être efficace en terme de sexage mais son 

défaut majeur est de réduire considérablement la quantité d’individus à la sortie des tris 

(Bellini et al. 2007). Pour combler ces pertes, la production d’insectes doit alors être 

augmentée, ce qui peut être logistiquement et économiquement non viable.  
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Le sexage mécanique a surtout été testé chez des espèces de moustiques, facilité par la phase 

aquatique des stades pré-adultes. Les systèmes de sexage basés uniquement sur des 

différences physiques ne sont soutenables que pour des programmes à petites échelles. Pour 

être efficaces, de tels systèmes doivent être séquentiels, c’est-à-dire que des tris à plusieurs 

stades de développement doivent avoir lieu (Papathanos et al. 2009). Chez D. suzukii, on 

pourrait imaginer un système de sexage aux stades de larves, pupes et adultes, sachant que 

pour chacun de ces stades, il existe un dimorphisme sexuel. Un tel système n’a à ma 

connaissance jamais été développé chez des mouches des fruits mais mérite, il me semble, 

d’être discuté avec des professionnels de l’ingénierie.  

Des manipulations du comportement peuvent aussi être exploitées. Chez le moustique 

par exemple, les femelles sont attirées par la mise à disposition de repas sanguin dans lequel a 

été introduit un insecticide. Ce système permet de tuer spécifiquement les femelles mais ne 

permet pas d’avoir une efficacité de sexage suffisante (Lowe et al. 1981). Cette approche est 

évidemment inexploitable chez D. suzukii mais des systèmes d’attractifs composés de 

phéromones spécifiques pourraient être intéressants lors, par exemple, d’un dernier sexage 

post-tri mécanique. En plus d’avoir des efficacités variables, les sexages mécaniques et 

comportementaux peuvent être logistiquement et économiquement compliqués à mettre en 

œuvre. L’approche génétique apporte alors une alternative concrète. 

Les lignées de sexage génétique, appelées dans la littérature GSS pour « Genetic 

Sexing Strain » se basent sur deux composantes bien distinctes: (1) une mutation sur un gène 

porté par un autosome qui peut être utilisée comme un marqueur sélectionnable pour la 

séparation des deux sexes et (2) une translocation pour lier ce gène au chromosome Y (Franz 

2005). Il faut donc d’abord disposer d’une lignée mutante qui exprime un phénotype qui peut 

être exploité pour le sexage. La majorité des GSS créées se sont basées sur l’utilisation de 

lignées mutantes « tsl » pour « temperature-sensitive lethal » et « wp » pour « white pupae », 

gènes qui sont portés par un même autosome (Robinson 2002). Les individus de ces lignées 

mutantes sont homozygotes pour le gène « tsl », qui induit une forte mortalité au stade œuf 

après une exposition à 34°C durant 24h. Les pupes et les adultes sont sensibles de manière 

équivalente aux élévations de température mais les taux de mortalité sont moindres que ceux 

observés au stade œuf. Ces individus sont également homozygotes pour le gène « wp » qui 

comme son nom l’indique, va induire une coloration blanche des pupes.  
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Fig 16. Structure d’une Genetic Sexing Strain (GSS) avec translocation des allèles mutants 

dans le chromosome Y. tsl: temperature-sensitive lethal. wp: white pupae. 
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Pour la création de la GSS, l’objectif est de créer par l’irradiation, une translocation d’un 

allèle mutant de chaque gène dans le chromosome Y. Les mâles sont alors hétérozygotes pour 

les gènes « tsl » et « wp », alors que les femelles sont homozygotes (Fig 16).  

 Des GSS ont été développées sur une vingtaine d’espèces différentes (Papathanos et 

al. 2009). Chez Anopheles albimanus et Ceratitis capitata (Franz 2005) l’objectif était de 

combiner la TIS pour la stérilisation des mâles et l’approche génétique pour apporter un 

système de sexage (Papathanos et al. 2009). Chez la GSS de C. capitata, les embryons 

femelles sont homozygotes pour le gène « tsl », ce qui rend les rends sensibles à des fortes 

températures. De plus, la coloration blanche des pupes femelles permet d’avoir un indicateur 

visuel pour vérifier la stabilité et l’efficacité de la modification génétique (Franz 2005). 

Zabalou et al. (2009) ont proposé de combiner la TII et l’utlisation de GSS chez C. capitata. 

Comme lors des expériences menées quelques années auparavant (Zabalou et al. 2004) 

(détaillées en introduction générale), les souches wCer2 et wCer4 ont été transférées dans la 

GSS développée par Franz (2005). L’utilisation de la GSS donne un taux de succès de sexage 

de 99.75%, c’est-à-dire 1 femelle pour 400 mâles. Même si ce taux semble très satisfaisant, 

lors de lâchers inondatifs, c’est plusieurs milliers de mâles qui sont lâchés dans la nature. Cela 

correspondrait pour des lâchers d’un million de mâles, à 2 500 femelles relâchées, ce qui 

pourrait être suffisant pour un remplacement des populations (Zabalou et al. 2009). Un des 

avantages des GSS obtenus par mutagénèse, est qu’elles ne sont pas soumises à la 

réglementation sur les OGM, contrairement à la transgénèse, et peuvent être utilisées pour 

l’application en milieu naturel de la TIS ou de la TII. Cette approche de sexage génétique 

pourrait donc être une alternative crédible pour sexer efficacement les mâles et les femelles D. 

suzukii. 

Des approches transgéniques ont aussi été développées comme par exemple 

l’expression de protéines fluorescentes chez les mâles puis une séparation par un système de 

reconnaissance automatisé (Thompson et al. 2004), déjà mis en place chez plusieurs espèces 

dont C. capitata (Scolari et al. 2008). Il existe également la technique du « Female-killing », 

déjà décrit en introduction générale, qui consiste à introduire un gène létal qui va s’exprimer 

uniquement chez la femelle en absence d’antidote (tétracycline). Contrairement aux GSS, les 

individus porteurs de ces transgènes sont considérés comme des OGM et leur utilisation est 

actuellement interdite au sein de l’Union Européenne. 
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Une autre alternative serait de combiner l’irradiation à la TII (Zhang et al. 2015). Chez 

plusieurs insectes, les femelles sont stérilisées à de plus faibles doses d’irradiation que les 

mâles (Arunachalam & Curtis 1985). Cette combinaison permettrait de s’affranchir d’une 

technique de sexage car les femelles relâchées seraient stériles. Un projet ANR nommé 

« Suzukill », débuté en 2016, a pour objectif de combiner la TIS et la TII chez D. suzukii. Ce 

projet collaboratif entre équipes de recherche autrichiennes et françaises, dont la nôtre, 

s’inscrit pleinement dans la continuité de mes travaux de thèse. Les principaux objectifs de 

cette collaboration sont (1) de tester si la TIS peut être efficace chez D. suzukii, (2) de savoir 

si l’irradiation peut être couplée à la TII, (3) de mettre en place l’élevage massif de D. suzukii 

en explorant la tolérance au froid de l’insecte et les changements génétiques liés à sa 

domestication. De mon point de vue, la combinaison de l’irradiation et de la TII ne semble 

pas être une approche prometteuse et ce pour plusieurs raisons. La première est que l’effet de 

l’irradiation sur la stérilité des femelles est rarement de 100%, ce qui constitue un risque de 

lâcher de femelles fertiles dans l’environnement. Deuxièmement, il me semble que la 

combinaison des deux approches apporte plus de risques (remplacement des populations) que 

d’avantages. En effet, la TIS, qui se base sur des lâchers de mâles stérilisés par irradiation, a 

déjà montré son efficacité chez plusieurs espèces (Dyck et al. 2005). Si les mâles irradiés 

induisent des taux de stérilisation aussi importants que les mâles infectés par Wolbachia, et 

que la compétitivité des mâles n’est pas affectée par l’irradiation, l’utilisation de la bactérie 

Wolbachia n’apporte alors aucune plus-value.  Enfin, il a été montré que des lâchers de mâles 

et de femelles sont moins efficaces que des lâchers exclusivement composés de mâles 

(McInnis et al. 1994; Rendon et al. 2000; Rendón et al. 2004). Une solution serait d’optimiser 

une combinaison de plusieurs techniques pour atteindre une efficacité de 100% en appliquant 

par exemple des faibles doses d’irradiation après des sexages mécaniques ou génétiques pour 

stériliser le peu de femelles restantes.  

  

Risques associés à l’utilisation de la TII 

 

En absence de technique de sexage parfaite, des lâchers accidentels de femelles 

peuvent survenir lors des lâchers de mâles stérilisants. Dans certains cas, l’espèce cible est 

infectée naturellement par une ou plusieurs souches de Wolbachia qui exprime de l’IC 

bidirectionnelle avec la souche utilisée pour la TII. Ainsi, les mâles résidents sont capables de 

stériliser les femelles accidentellement relâchées, ce qui diminue la probabilité de 

remplacement des populations. 
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Cependant, ce n’est pas le cas pour notre modèle d’étude, car premièrement, on retrouve des 

individus non infectés par Wolbachia dans les populations naturelles, et deuxièmement, les 

mâles qui sont infectés par wSuz, ne sont pas capables d’induire des taux d’IC élevés. De 

plus, nous avons vu que les mâles stérilisants infectés par wHa et wTei induisent des taux d’IC 

proches de 100% et que la fitness des individus transinfectés est similaire à celle des individus 

non infectés ou infectés par la Wolbachia native. Des lâchers de femelles infectées par wHa 

ou wTei pourraient donc conduire à un remplacement rapide des populations, ce qui constitue 

à ma connaissance le seul risque lié à l’utilisation de la TII. Il est alors important de se 

demander quelles seraient les conséquences potentielles d’un remplacement des populations 

de D. suzukii infectées ou non par wSuz, par une population infectée par wHa par exemple. 

Nous avons vu dans ce manuscrit que certaines souches de Wolbachia peuvent développer des 

interactions de type mutualiste avec leurs hôtes, comme conférer une protection contre des 

ennemis naturel ou une amélioration de la fitness. Un des risques serait donc que les individus 

porteurs de la Wolbachia envahissante aient une survie, une fécondité ou des résistances 

supérieures à celles des individus anciennement présents dans la population. Cela pourrait 

augmenter les dégâts sur cultures et compliquer davantage le contrôle des populations. 

Cependant, les traits d’histoire de vie mesurés sur les lignées transinfectées ne vont pas dans 

ce sens (chapitre 4). 

Un autre point potentiellement négatif serait l’introduction d’une souche de Wolbachia 

dans une zone géographique où elle est absente. Plusieurs études ont mis en évidence que la 

bactérie Wolbachia peut être transmise horizontalement, notamment lors d’infestations de 

larves de drosophiles par des parasitoïdes (Vavre et al. 1999; Haine et al. 2005). Les souches 

de Wolbachia nouvellement envahissantes sont donc potentiellement transmissibles à d’autres 

espèces. Cependant, il est difficile d’imaginer comment des transferts horizontaux (qui sont 

un phénomène naturel) de souches de Wolbachia déjà naturellement présentes pourraient 

bouleverser le fonctionnement de l’écosystème.   

Au final, à ma connaissance les risques liés à l’utilisation de la TII chez D. suzukii 

semblent peu nombreux. De plus, en comparaison à d’autres techniques, comme l’utilisation 

de produits phytosanitaires ou l’introduction de parasitoïdes exotiques, la TII semble être la 

technique la moins à risques et la plus raisonnée en terme d’impacts sur l’environnement et 

les communautés. La première conséquence de lâchers accidentels de femelles serait que la 

TII ne soit plus efficace pour contrôler les populations de D. suzukii.  
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Dans ce cas le processus de développement de la TII devrait être reconduit, c’est-à-dire à 

nouveau transférer des souches exogènes de Wolbachia, qui devraient exprimer de l’IC avec 

la souche qui vient d’envahir les populations. Une méthode de sexage très efficace est donc la 

clef pour initier et maintenir des programmes de stérilisation par la TII et limiter les risques 

secondaires liés à son utilisation.  
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Nous avons vu que la TII a été initiée sur plusieurs modèles d’intérêts, à impacts sanitaire 

ou économique et a souvent donné des résultats très encourageants. Cependant la plupart des 

projets n’ont jamais dépassé le stade « laboratoire » et, à l’heure actuelle, cette technique n’est 

pas utilisée en milieu naturel. Plusieurs paramètres peuvent expliquer cela: (1) manque de 

volonté politique de mettre en œuvre des projets de concrétisation de stratégies alternatives, 

(2) manque de communication entre la recherche et le monde du privé, (3) nécessite une 

approche multidisciplinaire avec un apport de l’écologie du paysage, de la dynamique des 

populations, de l’ingénierie pour la production en masse qui peut être compliquée à mettre en 

place et (4) l’absence d’une technique de sexage 100% efficace à grande échelle sans recours 

à la transgénèse. Le dernier point est selon moi la limite de la TII. Sans parler des 

conséquences écologiques d’un remplacement des populations, l’absence de technique de 

sexage efficace nuit directement à l’efficacité de la TII. Les sexages mécaniques et 

comportementaux ne donneront jamais un taux de réussite de 100%. Il est donc selon moi 

impossible d’envisager d’utiliser la TII contre D. suzukii sans avoir recours à l’ingénierie 

génétique comme la mutagénèse ou la transgénèse même si cette dernière est interdite au sein 

de l’Union Européenne. La création d’une GSS chez D. suzukii ou de nouvelles approches de 

sexages mériteraient d’être mises en place en parallèle du développement de la production en 

masse de l’insecte. 
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Résumé 

Depuis sa récente invasion des continents européen et américain, la drosophile à aile tachetées, 
Drosophila suzukii, entraîne des pertes économiques majeures dans les exploitations de fruits rouges. 
Contrairement aux autres espèces de drosophiles, D. suzukii, est capable de pondre ses œufs dans des 
fruits sains avant la récolte, à l’aide de son ovipositeur sclérotinisé. Les pertes économiques liées à la 
présence de D. suzukii s’élèvent annuellement à plusieurs millions de dollars. Le contrôle des 
populations se fait principalement par l’utilisation de pesticides. Ici, nous avons testé si la bactérie 
Wolbachia pouvait être efficace pour lutter contre cette espèce. Ce symbiote est présent chez de 
nombreuses espèces d’insectes et induit souvent de l’incompatibilité cytoplasmique (IC): les 
descendants des mâles infectés meurent, exceptés si l’œuf est sauvé par la même infection héritée de la 
mère et qui va protéger l’embryon contre cette toxine encore non identifiée. La Technique de l’Insecte 
Incompatible (TII) repose sur l’utilisation de l’IC pour contrôler les populations d’insecte par des 
lâchers de mâles infectés. Nous avons montré que D. suzukii est naturellement infectée par une souche 
de Wolbachia, nommée wSuz, qui montre des prévalences intermédiaires dans les populations 
naturelles et qui n’induit pas un taux d’IC élevé. Pour le développement de la TII chez D. suzukii, nous 
avons réalisé des transferts de souches de Wolbachia entre D. simulans et D. suzukii pour identifier des 
souches qui peuvent stériliser les femelles D. suzukii, en dépit de la présence de wSuz. Nous avons 
identifié deux souches de Wolbachia comme candidates pour le développement de la TII. Ces souches 
induisent des taux d’IC très élevés chez ce ravageur qui ne sont pas atténués par la présence de wSuz 
chez les femelles. Les mâles stérilisants ont une compétitivité sexuelle similaire à celle des mâles 
infectés ou non par wSuz, et sont capables d’induire des taux d’IC élevés tout au long de leur vie. 
Finalement nous avons montré que, dans de grandes cages à population, la TII pouvait être très 
efficace pour limiter l’augmentation de la taille des populations de D. suzukii. L’ensemble des résultats 
confirment que la TII est une approche prometteuse pour contrôler les populations de D. suzukii et 
mérite de dépasser le stade du laboratoire. Associée à une technique de sexage efficace, la TII peut être 
un outil puissant, spécifique et respectueux de l’environnement. 
 

Abstract 

Since its recent invasion of the European and American continents, the spotted wing Drosophila, D. 
suzukii has become a major burden of the fruit industry. Armed with a highly sclerotized ovipositor, 
females can lay eggs in a wide variety of ripening and healthy fruits, in contrast to other Drosophila 
species. Economic losses due to D. suzukii reach millions of dollars annually and methods to control 
natural populations in the field mainly rely on the use of chemical pesticides. Here we test if 
Wolbachia bacteria can represent a potential ally to control this pest species. These symbionts are 
naturally present in many insects and often induce a form of conditional sterility called Cytoplasmic 
Incompatibility (CI): the offspring of infected males die, unless the eggs are rescued by the same 
infection inherited from the mother which protects the embryo against a yet unidentified toxin. As 
long recognized, a strategy called the Incompatible Insect Technique (IIT) makes use of the CI 
phenotype to control insect populations through the mass release of infected males. D. suzukii is 
naturally infected by a single Wolbachia strain, named wSuz, which has an intermediate prevalence in 
field populations and which does not induce a high level of CI. To implement IIT in D. suzukii, we 
used back and forth Wolbachia transfers between D. suzukii and D. simulans to identify Wolbachia 
strains that can fully sterilize D. suzukii females despite the presence of wSuz. We identified two 
potential candidates, both induce a very high level of CI in this pest which is not attenuated by the 
presence of wSuz in females. The transinfected males showed a similar competitiveness compared 
naturally infected and uninfected males and are able to induce a high level of CI during all their life. 
Finally we demonstrated that, in large population cages, the IIT can be very efficient to limit the D. 
suzukii population size. All these results confirmed that the IIT is a promising approach to control D. 
suzukii population and merit to go out the laboratory. Associate with a perfect sexing technique, IIT 
can be a powerful tool to fight against D. suzukii, which is not polluting and species specific.  


