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Interactions between the insect-specific flavivirus CFAV, its mosquito host Aedes aegypti, and co-infecting arboviruses Dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV) are mosquito-borne viruses that cause major public health problems worldwide. These arthropod-borne viruses (arboviruses) are RNA viruses of the Flavivirus genus that are primarily transmitted among humans by the mosquito Aedes aegypti. Interestingly, Ae. aegypti mosquitoes are also naturally infected with other viruses of the genus Flavivirus that are only capable of replication in insect cells. Cell-fusing agent virus (CFAV) was the first described insect-specific flavivirus (ISF) infecting an Ae. aegypti mosquito cell line in 1975. After its discovery and subsequent sequencing in 1992, CFAV was detected and/or isolated mainly from Ae. aegypti mosquitoes in dengue-endemic regions worldwide. However, little is known about CFAV evolution, interaction with arboviruses in coinfected mosquitoes and the mosquito immune response towards CFAV. Using an experimental model of CFAV infection in Ae. aegypti, this PhD thesis set out to investigate several underexplored aspects of CFAV interactions with mosquitoes and arboviruses. In addition to the development of tools, this work addressed three main topics: (i) phylogenetic congruence between CFAV and Ae. aegypti, (ii) interference between CFAV and arboviruses in vivo, (iii) potential role of a CFAV-derived endogenous viral element (EVE) present in the Ae. aegypti genome in controlling CFAV infection through RNA interference (RNAi).

Novel full-genome sequences of CFAV obtained from laboratory colonies, wild-caught Ae. aegypti, and from published RNA sequencing datasets allowed the first global phylogenetic analysis of CFAV genetic diversity. The CFAV phylogeny showed a general lack of geographical clustering, and in particular, a lack of phylogenetic congruence between CFAV and Ae. aegypti in Southeast Asia. This finding indicates that other factors than host population structure shape CFAV genetic diversity.

In coinfection experiments in vitro, CFAV inhibited DENV and ZIKV replication in mosquito cells. In coinfection experiments in vivo, CFAV reduced DENV and ZIKV dissemination to mosquito head tissues at late stages of the arbovirus infection. Although the effect of the viral interference was relatively modest and the underlying mechanisms are yet to be elucidated, these results support the hypothesis that ISFs may contribute to reduce arbovirus transmission in nature.

The role of ISF-derived EVEs in mosquito genomes is unknown. A collaborative study showed that a CFAV-derived EVE in the Ae. aegypti genome triggered an RNAi response against CFAV through the piRNA pathway. Deleting the EVE from the genome resulted in higher CFAV replication in Ae. aegypti ovaries, in agreement with the notion that the piRNA pathway is mostly active in reproductive tissues. Although further experiments are necessary to demonstrate it, these results are consistent with the hypothesis that that EVEs may contribute to minimize reproductive costs associated with infection by their cognate virus.

Overall, this PhD thesis shed a new light on the complex interactions between CFAV, the mosquito Ae. aegypti, and arboviruses. It laid the groundwork for further research to understand how ISFs and the virome in general shape mosquito ecology, evolution, and vectorial capacity.
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Interactions entre le flavivirus spécifique d'insecte CFAV, son hôte moustique Aedes aegypti et les arbovirus coinfectants

Le virus de la dengue (DENV) et le virus Zika (ZIKV) sont des virus transmis par les moustiques qui causent de graves problèmes de santé publique dans le monde entier. Ces virus transmis par des arthropodes (arbovirus) sont des virus à ARN du genre Flavivirus qui sont principalement transmis à l'homme par le moustique Aedes aegypti. De façon intéressante, les moustiques Ae. aegypti sont également naturellement infectés par d'autres virus du genre Flavivirus qui ne peuvent se répliquer que dans des cellules d'insectes. Cell-fusing agent virus (CFAV) a été le premier flavivirus spécifique d'insecte (FSI) décrit, infectant une lignée cellulaire du moustique Ae. aegypti en 1975. Après sa découverte et son séquençage en 1992, le CFAV a été détecté et/ou isolé principalement des moustiques Ae. aegypti dans les régions du monde où la dengue est endémique. Cependant, il existe peu de données relatives à l'évolution du CFAV, à l'interaction avec les arbovirus chez les moustiques coinfectés et à la réponse immunitaire des moustiques vis-à-vis du CFAV. En utilisant un modèle expérimental d'infection chez Ae. aegypti, cette thèse de doctorat avait pour objectif d'examiner plusieurs aspects sous-explorés des interactions du CFAV avec les moustiques et les arbovirus. En plus du développement d'outils, ce travail de thèse a porté sur trois sujets principaux: (i) la congruence phylogénétique entre le CFAV et Ae. aegypti, (ii) l'interférence entre le CFAV et les arbovirus in vivo, (iii) le rôle potentiel d'un élément viral endogène (EVE) dérivé du CFAV présent dans le génome d'Ae. aegypti dans le contrôle de l'infection CFAV par ARN interférence (ARNi).

De nouvelles séquences du génome complet du CFAV obtenues à partir de colonies de laboratoire, de spécimens d'Ae. aegypti capturés dans la nature, et de données de séquençage d'ARN publiées, ont permis la première analyse phylogénétique globale de la diversité génétique du CFAV. La phylogénie du CFAV a montré un manque général de regroupement géographique, et en particulier, un manque de congruence phylogénétique entre le CFAV et Ae. aegypti en Asie du Sud-Est. Cette découverte indique que d'autres facteurs que la structure de la population hôte façonnent la diversité génétique du CFAV.

Dans des expériences de co-infection in vitro, le CFAV a inhibé la réplication du DENV et du ZIKV dans des cellules de moustiques. Dans des expériences de co-infection in vivo, le CFAV a réduit la dissémination du DENV et du ZIKV dans les tissus de la tête des moustiques au cours de la phase tardive de l'infection. Bien que l'effet de l'interférence virale ait été relativement modeste et les mécanismes sous-jacents restent à élucider, ces résultats confirment l'hypothèse selon laquelle les FSIs pourraient contribuer à réduire la transmission des arbovirus dans la nature.

Le rôle des EVEs dérivés de FSIs dans le génome des moustiques est inconnu. Une étude collaborative a montré qu'un EVE dérivé du CFAV dans le génome d'Ae. aegypti a induit une réponse de l'ARNi contre le CFAV via la voie des piARNs. L'excision de l'EVE a entraîné une augmentation de la réplication du CFAV dans les ovaires d'Ae. aegypti, en accord avec l'idée que la voie des piARNs est principalement active dans les tissus reproducteurs. Bien que d'autres expériences soient nécessaires pour le démontrer, ces résultats vont dans le sens de l'hypothèse selon laquelle les EVEs pourraient contribuer à la réduction des coûts de reproduction associés aux virus apparentés.

De manière générale, cette thèse a fourni un éclairage nouveau sur les interactions complexes entre le CFAV, le moustique Ae. aegypti et les arbovirus. Elle a préparé le terrain pour de futures recherches visant à comprendre comment les FSIs et le virome en général façonnent l'écologie, l'évolution et la capacité vectorielle des moustiques.
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