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Chapitre l. Introduction

Afin de comprendre I'ensemble des travaux présentés dans la thése qui suit, nous allons
tout d’abord aborder dans une premiere partie les généralités sur les moustiques. Nous
développerons ensuite le concept des traits d’histoire de vie. La dormance et la dispersion, qui
sont abordées plus tard dans la these, sont également détaillées dans cette introduction. De
méme, la notion d’espéces invasives sera détaillée. Nous présenterons ensuite dans une
seconde partie les espéces de moustiques invasives dans I'espace du Rhin supérieur et le
contexte dans le département du Bas-Rhin. Nous terminerons par une troisieme partie
concentrée sur un état des connaissances sur la biologie d’Aedes japonicus (Partie B : Aedes
japonicus, une espéece encore a caractériser). Lensemble de cette introduction nous permettra

de mettre en évidence les objectifs de cette thése dans la quatrieme partie.

Partie A : Généralités

1. Les moustiques

Les moustiques sont des insectes de l'ordre des diptéres (Diptera), caractérisés par la
présence d’une seule paire d’ailes membraneuses, et du sous-ordre des nématoceres
(Nematocera), qui regroupent les diptéres ayant des antennes en forme de « fil » composées
de plus de trois articles. Les moustiques de la famille des Culicidae sont classés dans deux sous-
familles : les Anophelinae et les Culicinae. Au total, plus de 3500 espéces valides de ces
insectes hématophages sont décrites (Aberlenc, 2021; Wilkerson et al., 2021) et un catalogue

en ligne est disponible (http://www.mosquitocatalog.org/). Certaines espéces sont des

vecteurs, c’est-a-dire des arthropodes hématophages qui assurent la transmission (mécanique
ou biologique) d’un agent pathogéne (bactérie, virus, parasite) d’un héte vertébré a un autre.
Parmi ces 3500 espéces de moustiques, seules environ 150 sont vectrices d’agents pathogénes
divers (Harbach, 2007). Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons aux Culicidae

sauf mention contraire.

a. Cycle de vie

Il s’agit d’insectes avec un développement de type holométabole, c’est-a-dire avec des
stades immatures de morphologies différentes des imagos. En effet, les ceufs de moustiques
(Figure 1 - 1), pondus pres ou sur l'eau, éclosent en larves (Figure 1 - 2), qui sont aquatiques et
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mobiles. Elles respirent par un siphon dont I'observation chez les stades avancés peut servir
de diagnose pour l'identification du genre, voire de I'espece du moustique. La larve passe par
3 mues successives. Le dernier stade larvaire (L4) se métamorphose en nymphe (Figure 1 - 3),
qui est lui aussi un stade aquatique mobile mais qui ne se nourrit plus. Apres quelques jours,
I'imago (Figure 1 - 5) émerge de I'enveloppe nymphale pour entamer sa vie aérienne. Les males
et femelles s'accouplent en vol (ou a minima, initient I'accouplement en vol) et la femelle va
rechercher un hote pour prendre un repas de sang. Aprés celui-ci, elle cherchera un gite de
repos pour digérer le sang et amener a maturité ses ceufs, avant de partir en quéte d’un site

de ponte ou elle les déposera. Males et femelles se nourrissent également de jus sucrés

comme le nectar (Wilkerson et al., 2021).

Figure 1. Cycle biologique du moustique, exemple d’Aedes albopictus. En phase aquatique, I'étape 1
correspond a I'ceuf, qui se développe en quatre stades larvaires (étape 2), puis en nymphe (étape 3).
L'étape 4 correspond a 'émergence de I'imago en phase aérienne (étape 5). OTIGER

b. Morphologie

La forme générale des ceufs et de la ponte peuvent étre discriminants parmi les différents
genres de moustiques. Par exemple chez les especes du genre Culex, les ceufs sont pondus en
radeaux sur l'eau. Chez les Aedes, les ceufs ressemblent a de petits grains de riz noirs et sont
pondus individuellement. Leur couche externe, appelée exochorion, porte des

ornementations qui peuvent servir de critéres d’identification a I'espece.



Les larves possédent une téte, un thorax et un abdomen segmenté. En partie postérieure
de I'abdomen se trouve, face dorsale, un siphon respiratoire. La téte porte une paire
d’antennes, un appareil buccal de type filtreur, ainsi que deux yeux. Des soies sont présentes
sur 'ensemble du corps : leur localisation, leur taille et leur forme renseignent sur I'espéece, en
particulier au dernier stade larvaire. Les nymphes possédent une palette natatoire portée par
le dernier segment abdominal. Leur céphalothorax est surmonté de deux excroissances,

appelées trompettes respiratoires, servant a la respiration.

La morphologie classique des insectes est retrouvée chez les imagos avec une
segmentation téte-thorax-abdomen. Les derniers segments de I'abdomen portent les organes
génitaux. Le thorax porte les 3 paires de pattes ainsi qu’une paire d’ailes fonctionnelles ; la
seconde paire vestigiale étant réduite a I'état de deux balanciers. Une paire d’antennes,
plumeuses pour les males, moins ramifiées chez les femelles, est portée par la téte. Cette
derniéere porte aussi une paire d’yeux composés, ainsi que les piéces buccales. Celles-ci sont
rassemblées sous la forme d’un appareil de type piqueur-suceur. Une paire de palpes les
surmontent. Le corps de l'insecte est recouvert d’écailles qui peuvent étre de différentes
couleurs. Le motif qu’elles forment sur le thorax ou I'abdomen est un critere d’identification,
de méme que la présence et la localisation d’anneaux sur les pattes, aussi constitués d’écailles

de couleurs différentes.

2. Le concept des traits d’histoire de vie et leur utilité

a. Les traits biologiques

Les traits biologiques sont des descripteurs biologiques, morphologiques ou
physiologiques et comportementaux quantitatifs ou écologiques (préférences trophiques, de
gites, de températures, etc.)(Nylin, 2001). Les traits d’histoire de vie (THV) regroupent ces
traits biologiques et permettent de caractériser la reproduction, le développement et la survie
d’une espece ou d’une population, en décrivant notamment les transitions entre les différents
stades du cycle de vie de I'espece (Nylin, 2001). La dynamique des populations est déterminée
par ces traits biologiques génétiquement définis et leur plasticité, c’est-a-dire leurs
modulations selon les conditions environnementales, permettant I'adaptation des espéces

(Michalakis & Hochberg, 1994; Nylin, 2001; Nylin & Gotthard, 1998).



b. Description des principaux traits

Les THV ont été étudiés dans divers taxons (oiseaux, mammiféeres, poissons, plantes, etc.).
Chez les insectes, ils sont principalement évalués en conditions contrélées en laboratoire
(Stearns, 1977). Les THV peuvent étre regroupés selon s’ils impactent la survie de I'individu ou
de I'espece ou s’ils impactent la reproduction. Parmi ces traits liés a la survie, nous pouvons
citer : la taille a la naissance, le cycle de développement avec les différents taux de survie et
taux de croissance (associés aux stades de cycle de développement ou a I'age ou a la taille
selon 'espéce considérée) ou encore la durée de vie. Les paramétres liés a la reproduction tels
gue l'age ou la taille a la maturité sexuelle, 'age de la premiére reproduction, le nombre, la
taille et |A sex-ratio de la descendance ou encore la fécondité, sont aussi des traits d’histoire
de vie importants. Chez les moustiques, un proxy de la fécondité est généralement réalisé via

la mesure des ailes chez les femelles (Armbruster & Hutchinson, 2002).

Ces THV ont pour intérét de prévoir la progression spatiale et la dynamique des
populations des espéces, notamment invasives, et peuvent servir a modéliser I'impact de
diverses perturbations. Le réchauffement climatique est une de ces perturbations
régulierement étudiées (Peterson & Lieberman, 2012; Stocker, 2013; Wilkerson et al., 2021).
En effet, les moustiques, comme les autres insectes, sont hétérothermes et leur
développement dépend de la température de I'environnement : les températures ont donc un
impact sur leurs THV (Ciota et al., 2014). L'étude des traits biologiques permet aussi d’identifier
les espéces susceptibles d’étre invasives ou d’identifier les stades critiques qui peuvent étre
source d’introduction dans un autre environnement ou encore de cibler un stade ou la lutte et

le controle seront plus efficaces (Sakai et al., 2001).

c. Syndrome des traits d’histoire de vie.

Selon la théorie évolutionniste du syndrome des traits d’histoire de vie, I’évolution d’un
parametre biologique entraine alors I'évolution des autres. En effet, il est admis que les
ressources de I'environnement sont des facteurs limitants, et ainsi des compromis (ou trade-
off) ont lieu pour optimiser la valeur adaptative (ou fitness) des individus (Nylin, 2001; Stearns,
1977). Cette théorie amene a distinguer des espéces a stratégie R (reproduction importante et
espérance de vie limitée) et des espéces a stratégie K (reproduction limitée et espérance de

vie importante), liées a ces compromis entre reproduction et survie (Nylin & Gotthard, 1998).



3. Les espéces invasives

a. Définition

Plusieurs définitions sur le statut invasif d’'une espéece existent. Ici, Selon Sakai et al. (2001),
une espece est dite invasive lorsqu’elle passe les 3 étapes suivantes : elle se retrouve hors de
son aire de répartition originelle (espéce allogene), elle subsiste et se reproduit dans cette
nouvelle zone (espéce naturalisée) et qu’elle étend par la suite sa nouvelle aire colonisée. C’est
cette définition qui est entendue ici lors de l'usage du terme d’espéce invasive. Toutes les
espéces allogénes ne deviendront pas invasives, de nombreux filtres environnementaux
restreignent l'acclimatation et la diffusion de I'espéce, selon la régle des dix pour cent (Ten’s
rules) : seul 10% des especes traverse un filtre environnemental, et ainsi de suite (Williamson

& Fitter, 1996).

Par ailleurs, les espéces invasives génerent un effet négatif sur la biodiversité locale et
peuvent déstabiliser les structures des communautés indigénes et peuvent, de plus, avoir un

co(it économique (Sakai et al., 2001).

La colonisation par les espéces invasives est influencée par le mode de dispersion et par le
systeme reproductif (Sakai et al., 2001). En général, I'introduction d’'une nouvelle espéce est
le résultat de I'action de 'Homme, qu’elle soit directe ou indirecte (activités humaines, sociales

ou économiques) (Sakai et al. 2001; Stuart et al. 2020).

b. Facteurs favorables a I'invasion

Le systéme reproductif

Les introductions répétées de plusieurs individus d’'une méme espéce facilitent son
installation. Les espéces dites auto-fertiles (par parthénogénese, auto-fécondation ou par le
stockage de sperme) sont plus facilement a méme de réussir I'introduction dans un nouvel
environnement et d’étre a 'origine d’une nouvelle population a partir d’un seul individu (Sakai
et al.,, 2001). Chez les moustiques, les femelles possédent des spermathéques : ainsi une
femelle fécondée peut pondre plusieurs fois de maniére successives grace a cette réserve de

sperme (Pascini et al., 2012).

Les capacités de dispersion, un atout pour coloniser

En ce qui concerne les espéeces invasives, deux paramétres sont importants a prendre

en compte : le taux de croissance de la population et la dispersion des individus.



La dispersion peut intervenir grace aux moyens de locomotion propres des individus ;
a savoir le vol pour les moustiques. Certaines espéces de moustiques peuvent en effet
disperser sur plusieurs kilometres (Verdonschot & Besse-Lototskaya, 2014), les rendant
propices a I'expansion de leur zone de répartition. Ce type de dispersion est appelé dispersion

active.

Un autre phénomeéne est la dispersion passive, qui est une dispersion non
intentionnelle, et assistée. Le vent peut étre un moyen aux moustiques de disperser plus, en
utilisant les courants d’air (Service, 1980; Verdonschot & Besse-Lototskaya, 2014). |l existe
aussi la dispersion assistée par 'Homme : en ce qui concerne les moustiques, les stades
immatures, inféodés a I'eau et donc contraints dans leur espace, peuvent étre transportés avec
celle-ci ; comme ce peut étre le cas pour les larves de moustiques vivants au creux des arbres
en raison du commerce de plantes (Lounibos, 2002). Les adultes, en particulier les femelles a
la recherche d’un repas de sang, peuvent aussi suivre ’'Homme et étre déplacées avec lui dans
divers moyens de transports, comme les voitures ou les avions (Eritja et al., 2017; Evans et al.,
1963). Enfin, certaines especes peuvent étre volontairement relachées dans une zone hors de
leur aire de distribution originelle, dans un but de bio-contréle la plupart du temps (Lounibos,
2002). C’est par exemple le cas avec la technique de I'insecte stérile (SIT), ou des males sont
relachés pour s’accoupler avec des femelles sauvages et rendre la descendance non viable,
afin de diminuer les populations (Dufourd & Dumont, 2013; Lebon et al., 2018; Zheng et al.,
2019).

La dormance, un moyen de survivre lors de la saison défavorable

La dormance correspond au ralentissement ou a linterruption de [lactivité
métabolique, ce qui permet la survie pendant et aprés un stress environnemental (Diniz et al.,
2017). Elle est déclenchée par des signaux climatiques tels que les diminutions de la
photopériode (durée de la phase lumineuse sur 24 heures) ou de la température (Diniz et al.,
2017; Saunders, 2014). La dormance a été observée chez diverses especes de moustiques, a
différents stades de leur cycle de vie. Elle est généralement distinguée en deux notions : la
guiescence (qui est levée lorsque les conditions environnementales redeviennent favorables a
la poursuite du développement) et la diapause (ou les individus ne répondent pas aux stimuli

environnementaux et dont la durée est déterminée génétiquement) (Diniz et al., 2017).



La quiescence est plutét une dormance non saisonniere, liée a la diminution de
I’humidité ambiante ou aux augmentations de températures (Clements, 1992) et n’est ni
programmée génétiguement ni soumise a un controle hormonal. Un stimulus induit Ia
guiescence, qui cesse en méme temps que le stimulus disparait. Chez les ceufs de moustiques,
la quiescence est associée a la résistance a la dessiccation : elle cesse lorsque les ceufs sont a
nouveau soumis a une forte humidité (voir a une immersion complete) ou lors de fortes

modifications de températures (Clements, 1992).

La diapause est plutot saisonniére. Le phénomeéne de diapause peut étre distingué en
3 phases successives. La premiére phase, appelée pré-diapause, correspond a I'exposition d’un
individu a un environnement qui va induire I'état de diapause dans la descendance. Cette
exposition est généralement associée a un stockage de lipides (Diniz et al., 2017). Cette phase
est suivie de la diapause en elle-méme, caractérisée par un développement réduit ou
interrompu et une absence de réponse aux conditions environnementales (Denlinger &
Armbruster, 2014). Enfin la phase de post-diapause correspond a la réactivation du
métabolisme suite a des conditions environnementales favorables (augmentation de la
photopériode ou des températures par exemple) et peut étre associée a de la quiescence post-

diapause non-distinguable (Diniz et al., 2017).

Pour les ceufs d’insectes, la diapause et la quiescence inhibent toutes les deux
I’éclosion alors que I'embryon est complétement développé. Toutefois, les ceufs en diapause
sont réfractaires aux stimuli d’éclosions contrairement a ceux en quiescence (Denlinger &
Armbruster, 2014). Chez les larves et les adultes, seule la diapause a lieu sous contréle
hormonal (Diniz et al., 2017). La diapause est commune chez les insectes soumis a des hivers
rigoureux et est alors indispensable pour coordonner le développement, la croissance et la
reproduction des especes en zones tempérées (Denlinger & Armbruster, 2014). Associée a la
transmission verticale de certains pathogénes (transmission du pathogene de la femelle a sa

descendance), elle peut étre la clef dans le maintien des épidémies.

Partie B : Especes invasives dans l'espace du Rhin supérieur

1. Situation des moustiques invasifs dans I'espace du Rhin supérieur

L'espace du Rhin supérieur est une région transfrontaliére traversée par le Rhin. Cet espace

est constitué des départements du Bas-Rhin et du Haut-Rhin, présents au nord-est de la



France, du Palatinat du Sud et du Pays de Bade, au sud-ouest de I'Allemagne et des cinqg
cantons de Bale-Ville, Bale-Campagne, Argovie, Jura et Soleure, tous situés au nord-ouest de

la Suisse.

Un état des lieux a été réalisé en 2018, ou trois espéces de moustiques invasives étaient
détectées dans cette région : Ae. albopictus, Ae. japonicus et Ae. koreicus, cette derniére
espéce ayant fait I'objet d’'une détection erratique. Depuis 2018, les deux premiéres espéces
ont dispersé dans I'espace du Rhin supérieur, tandis que Ae. koreicus n'a pas fait I'objet de
nouvelles détections dans cet espace, malgré la présence de populations proches en
Allemagne ou en France. Les localités connues ont été présentées sous forme de poster
(annexe 1) a la 21éme conférence E-SOVE en 2018 :

Krupa E., Augsten X., Becker N., Bender C., Bindler P., Gschwind M., Hoffmann K., Honnen A.C.,
Jost A., Kopf A., Miiller P., Pfirsch F., Pfitzner W.P., Pluskota B., Pompier O., Renoux O., Schaffner
F., Vavassori L., Vogel G. & Mathieu B. 2018. Updated distribution of invasive Aedes mosquitos
in the Upper Rhine valley. Poster presented at: 21t E-SOVE (European Society for Vector

Ecology) Conference; 2018 Oct 21-26; Palermo, Sicilia.

2. Les moustiques invasifs en Alsace

Le nord-est de la France n’est pas indemne de colonisation par des moustiques invasifs.
Depuis la mise en place du Reglement Sanitaire International (Organization, 2009), les points
d’entrées du territoire tels que les ports et aéroports sont surveillés pour I'introduction
d’espéces invasives. Ainsi en 2013, Ae. japonicus est détecté en France dans le Haut-Rhin (68)
(Krebs et al., 2014) et I'année suivante dans le Bas-Rhin (Krupa et al., 2021). En paralléle, un
autre moustique Ae. albopictus, aussi appelé le moustique tigre, est détecté en 2014 dans le

Bas Rhin (67)(Krupa et al., 2020).

Le succes d’invasion du moustique tigre repose notamment sur des descripteurs
biologiques et comportementaux, ou THV, favorables a son expansion en zone tempérée. En
effet, cette espece compétitrice (Allgood & Yee, 2014; Carrieri et al., 2003; Hobbs et al., 1991;
Leisnham & Juliano, 2012), qui pond des ceufs résistants a la sécheresse (Sota, 1993)
(dessiccants) et survivants a I’hiver (diapausants) (Krel3 et al., 2016; Mori et al., 1981), est
plutdt généraliste quant a ses préférences trophiques (Delatte et al., 2009; Kamgang et al.,
2012) et a ses sites de pontes (Bonizzoni et al., 2013; Delatte et al., 2008; Eritja & Herreros,

2017; Hawley, 1988; Laird et al., 1994). En revanche, ses faibles capacités de dispersion active
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(100 a 600 m) (Hondrio et al., 2009; Vavassori et al., 2019; Verdonschot & Besse-Lototskaya,
2014) auraient pu étre un frein, limitant la dispersion de cette espéce. Sa proximité avec
I'Homme et son anthropophilie lui a permis d’outre passer cette caractéristique, en facilitant
sa dispersion passive. Ainsi les commerces de pneus ou de lucky bamboo (Hawley et al., 1987;
Hofhuis et al., 2009; Laird et al., 1994; Madon et al., 2002; Reiter & Sprenger, 1987) lui ont
permis de coloniser plusieurs dizaines de pays en 30 ans (Adhami & Reiter, 1998; Becker et al.,
2017; Kutateladze et al., 2016; Medlock et al., 2015, 2017; Osério et al., 2018; Sabatini et al.,
1990; Schaffner & Karch, 2000). En France, les premiéres détections en 1999 (Schaffner &
Karch, 2000) sont suivies d’'une implantation en 2004 dans le sud du pays (Delaunay et al.,
2007). Dans le Nord-Est de la France, le moustique tigre a été détecté 10 ans aprés en 2014
(Krupa et al., 2020) suite a un signalement citoyen. Lensemble des moustiques invasifs du
genre Aedes font 'objet de suivi selon des recommandations de surveillance (Schaffner et al.,
2013), qui préconisent notamment I'emploi de pieges pondoirs. La progression des moustiques
invasifs dans le nord-est de la France a fait 'objet d’un article dans le cadre d’un dossier spécial
dans la Revue francophone des laboratoires présenté en annexe 2 (Krupa et al., 2020) et dont

la référence est :

Krupa E., Schaffner F., Bender C., & Mathieu B. 2020. Progression du moustique tigre en
France : surveillance transfrontaliere dans le Grand-Est. Revue Francophone des Laboratoires.

2020. 53-61. 10.1016/S1773-035X(20)30231-8.

Résumé de l'article :

Le moustique tigre est vecteur de nombreux pathogénes tels que ceux de la Dengue, du
Zika ou du Chikungunya. En tant qu’espéce invasive, ce moustique fait l'objet d'une
surveillance entomologie a l'aide de réseau de pieges pondoirs mais aussi de signalements
citoyens. Les données recueillies permettent de suivre I'évolution de la colonisation de cette
espéce. Puisque les moustiques ne connaissent pas les frontieres, I'intégration du niveau
européen pour la surveillance et le contréle des moustiques invasifs est une force dans un
contexte de région transfrontaliere comme celle du Rhin supérieur. Ainsi en 2018, la
surveillance transfrontaliére a permis de mettre en évidence la distribution d’Ae. albopictus,
mais également d’autres espéces invasives comme Ae. japonicus ainsi qu’une détection

erratique d’Ae. koreicus.

3. Distribution des moustigues invasifs dans le Bas-Rhin




Le département du Bas-Rhin est donc colonisé par Ae. albopictus et Ae. japonicus la méme
année en 2014 (Krupa et al., 2021, Krupa et al., 2020). Pourtant, leur distribution n’a pas évolué

de la méme fagon.

La présence du moustique tigre est assez restreinte a certaines localités dans le Bas Rhin.
Pour ce moustique, la colonisation évolue a partir des points d’introduction (figure 2). Laire
colonisée augmente chaque année depuis 2014, avec approximativement un doublement de
cette aire entre deux années successives. Quelques nouvelles introductions ont lieu proches
des zones de colonisation historiques. D’autres introductions plus lointaines pourraient étre

expliquées par la dispersion passive via le réseau routier.

Zones colonisées par le moustique tigre dans le Bas-Rhin :
état des connaissances au 30 septembre 2019
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Figure 2. Présence du moustique tigre dans le Bas Rhin en 2019. Un zoom est réalisé sur
I’Eurométropole de Strasbourg. La colonisation entre 2014 et 2018 est représentée en rouge, et
correspond aux zones ou le moustique tigre est établi. La colonisation pour la seule année 2019 est
montrée en orange, ce qui correspond a la zone d’introduction de ce moustique. ©SLM67

Pour Ae. japonicus, sa présence est plus diffuse dans le département (figure 3). Les
localités sont plus éloignées les unes des autres et les détections récentes ne sont pas
toujours en lien avec les détections des années précédentes. On parle donc de distribution

en taches.
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Aedes Japonicus
Signalements et pieges pondoirs positifs
de 2014 a 2021

Localisation des signalements
et pieges pondoirs, en :

e 2014-2018

e 2019-2021

Christophe Deis, SLM67, 11/2021, Fond OSM

Figure 3. Présence d’Ae. japonicus dans le Bas Rhin en 2021. Les détections sont réalisées par le
relevé d’ceufs dans les pieges pondoirs du réseau de surveillance et par des signalements citoyens.
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La présence d’Ae. japonicus entre 2014 et 2018 est montrée en noir. Les nouvelles détections entre
2019 et 2021 sont montrées en rouge. ©SLM67

Partie C : Aedes japonicus, une espéce encore a caractériser

La systématique, science de la classification du vivant, évolue au cours du temps et des
découvertes, notamment par les approches moléculaires. Ainsi, Ae. japonicus (Theobald,
1901), est aussi connu sous le nom de Ochlerotatus japonicus, sensu Reinert et al. (2004) et
de Hulecoeteomyia japonica, sensu Reinert et al. (2006). Nous utiliserons dans ce manuscrit la

dénomination Ae. japonicus, comme le suggerent Wilkerson et al. (2015).

1. Sous-especes et description de I'espéce

Aedes japonicus est originellement décrit de Tokyo, au Japon, par Théobald en 1901. Le
scutum des imagos présente une coloration de couleur bronze, en forme de lyre. Les larves
ont les soies frontales alignées sur un méme plan (Tanaka et al., 1979). Quatre sous-especes

ont été décrites pour Ae. japonicus (Tanaka et al., 1979) :

- La sous-espece binomiale, Ae. japonicus japonicus (Figure 4). Elle est identifiée sur les
fles japonaises d’Hokkaido, de Kytsha d’Honsh et de Shikoku.
- Ae. j. amamiensis, présente sur I'lle d’Amami Oshima (Japon).
- Ae. j. yaeyamensis, décrite par Tanaka en 1979 depuis les Tles Yaeyama (comprenant
les fles Ishigaki et Iriomote, Japon).
- Ae.j. shintienensis, décrite aussi par Tanaka (Tanaka et al., 1979) en 1979 hors du
Japon. Cette sous-espéce est, en effet, décrite depuis Taiwan et la Chine continentale.
Toutes ces sous-especes ont une morphologie trés proche, notamment au stade larvaire.
Au stade adulte, la zone inférieure des fémurs de la troisieme paire de pattes est la plus
discriminante (Cameron et al., 2010). L'annexe 3 présente des références picturales
d’Ae. j. japonicus. Contrairement a la sous-espece binomiale qui posséde une bande sombre
sub-basale distincte et compléte, Ae. j. yaeyamensis ne présente pas de bande sombre ;
Ae. j. shintienensis posséde la bande sombre la plus large, tandis que celle présente sur les
pattes d’Ae. j. amamiensis est distincte mais généralement incomplete. Afin d’éviter toute
erreur de discrimination entre ces sous-especes, il est possible d’utiliser des techniques de

biologie moléculaire.
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Figure 4. Imago d’Ae. j. japonicus. Cette femelle prend un repas de sang sur Homme. Crédit photo :
Nicolas Henon.

2. De son aire d’origine a la colonisation du monde

Aedes japonicus japonicus est plus largement réparti et rencontré dans son aire d’origine.
En Europe, c’est également cette sous-espeéce qui est présente et donc invasive dans ce
territoire. C’est par la dispersion passive, via le commerce de pneus usagés, qu’Ae. japonicus
a colonisé le monde entier (Peyton et al., 1999). Sa premiére introduction en dehors de son
aire d’origine est la Nouvelle Zélande en 1993 (Laird et al., 1994). Cette espéce a colonisé les
Etats-Unis dés 1998 (Andreadis et al., 2001). La carte suivante (Figure 5) reprend les états
d’Amérique du Nord colonisés par ce moustique ainsi que la date d’introduction de I'espéce.

L'annexe 4 renvoi aux références bibliographiques utilisées pour la construction de la carte.
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Aedes japonicus
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Figure 5. Présence d’Ae. japonicus sur le continent Nord-américain. La présence de I'espéce est
reportée a I'échelle des états, ainsi que de I'année de premiére détection.
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En 2000, ce moustique colonise I'Europe en commencgant par la France (Schaffner et al.,
2003), ou il fut éliminé. C'est en 2002, en Belgique, qu’Ae. japonicus fera son retour (Versteirt
et al., 2009) puis en Suisse en 2008 (Schaffner et al., 2009). Il progressera dées 2008 en
Allemagne (Becker et al., 2011; Kampen et al., 2012; Werner & Kampen, 2013) et sera ensuite
détecté dans de nombreux pays d’Europe, confirmant son statut d’invasif : I’Autriche et la
Slovénie en 2011 (Seidel, Montarsi, et al., 2016), la Hongrie en 2012 (Seidel, Nowotny, et al.,
2016), la Croatie (Kampen & Werner, 2014) et les Pays-Bas (lbafiez-Justicia et al., 2014) en
2013, I'ltalie et le Lichtenstein en 2015 (Robert et al., 2019; Seidel, Montarsi, et al., 2016), la
Bosnie-Herzégovine et la Serbie, respectivement en 2017 et 2018 (Janssen et al., 2020),
I’'Espagne en 2018 (Eritja et al., 2019; Robert et al., 2019) et le Luxembourg en 2019 (Robert
et al., 2019; Schaffner & Ries, 2019).

Pour la France, il sera détecté dans la région Grand-Est, département du Haut-Rhin, en
2013 (Krebs et al., 2014) et dans le Bas-Rhin en 2014 (Krupa et al., 2020). La Figure 6 montre
les pays d’Europe ainsi que la date de la premiére colonisation par Ae. japonicus. L'annexe 5
renvoie aux références bibliographiques utilisées pour la conception de la carte. De plus, des
cartes, régulierement mises a jour par 'ECDC (European Centre for Disease Prevention and

Control and European Food Safety Authority) sont disponibles (Mosquito Maps, s. d.).
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Figure 6. Présence d’Ae. japonicus en Europe. La présence de l'espéce est reportée a I’échelle du
pays ou de la région concernée, avec la précision de I'année de la premiére détection.

Bien que Ae. japonicus soit invasif dans de nombreux pays du monde, sa présence
effective ne I'est que dans certaines localités de ces pays. Localement, les populations de ce
moustique peuvent avoir une forte densité et des nuisances dues aux piqlires sont donc
reportées. En effet, cette espéce est réputée pour prendre ses repas essentiellement sur des
mammiféres (espece mammalophile) (Goodman et al., 2018; Miyagi, 1972; Molaei et al., 2009;
Schonenberger et al., 2016) et également sur 'Homme (espéce anthropophile) (Goodman et

al., 2018; Molaei et al., 2009; Schonenberger et al., 2016).
Sa présence diffuse peut étre soutenue par différentes hypothéses :

- Aedes japonicus est encore en phase d’adaptation dans certains pays. Les populations
nouvellement introduites doivent donc s’établir et s'adapter aux conditions locales
avant d’étendre leurs aires de répartition. Cette adaptation peut étre limitée par la
génétique des individus fondateurs, méme dans des pays colonisés depuis plusieurs
années (Zielke et al., 2014).

- Aedes japonicus possede une niche écologique plus restreinte que d’autres moustiques

invasifs tel que le moustique tigre. Une niche écologique est une représentation dans
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le milieu, de la place qu’une espéece occupe (niche réalisée) et pourrait occuper (niche
théorique). Elle est déterminée par les optima de divers paramétres du milieu (par
exemple la température ou I’humidité), par la tolérance de l'espéce a ces mémes
parameétres, ainsi que par les interactions avec le milieu et les autres especes
présentes. Aedes albopictus est, en effet, décrit comme l'espéce la plus invasive au
monde. Il a, de plus, une niche écologique trés large (Cunze et al., 2016) lui permettant
une adaptation extrémement rapide aux nouveaux environnements, et donc une

colonisation d’autant plus prompte ainsi qu’un succées d’invasion plus élevé.

3. La biologie d’Aedes japonicus

a. Influence de la température

Aedes japonicus est une espece adaptée aux températures fraiches (Tanaka et al., 1979).
Ainsi, elle est présente plus tot dans la saison que d’autres espéces de creux d’arbres et son
pic d'abondance est également plus précoce que celles-ci ((Murrell et al., 2015). De ce fait, sa

présence est limitée par les températures élevées (Cunze et al., 2016).

Au Japon, Ae. japonicus est présent pendant 27 semaines consécutives, étant absent entre
fin octobre et début mars (L. Chaves & Moiji, 2017). Le dernier stade larvaire (L4) de ce
moustique est, par ailleurs, absent de I'environnement lorsque les températures descendent
sous 10°C (L. Chaves & Moiji, 2017). Ces mémes auteurs, grace a un modéle mathématique,
estime la valeur seuil a 12,41°C (L. Chaves & Moji, 2017). Enfin, selon I'étude de Reuss et al.
(2018) , deux jours ou plus en deca de -9°C élimineraient les ceufs. Il faut souligner que la niche
écologique native peut différer de la niche écologique en zone colonisée car un processus
d’adaptation se produit (Cunze et al., 2016) et les optima de températures peuvent donc varier

selon les populations considérées.

Les températures ont montré une influence majoritaire sur la durée de développement, le
taux de mortalité, la sex-ratio a I'émergence et la taille des ailes, ce qui influence donc la
fécondité. Les températures expliquent en effet 80 % de la variance de ces variables (Reuss et
al., 2018). Le Tableau 1 rassemble des données issues de la littérature sur la durée de
développement des stades aquatiques chez Ae. japonicus en fonction de la température
ambiante. Loptimum de température pour le développement, qui correspond a la durée du
cycle de vie est la plus courte, est décrit a 26°C (Reuss et al., 2018). Concernant la survie des

adultes, Hoshino et al. (2010) ont montré en laboratoire que les durées de vie maximales des
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imagos de 101 jours pour les femelles et de 89 jours pour les méles étaient obtenues a une
température de 25°C. Dans une autre étude, les males ont survécu en moyenne 67 jours et

les femelles 73 jours a 10°C (Reuss et al., 2018).

Tableau 1. Durée de développement d’Ae. japonicus en fonction de la température.

Température (°C) Durée du développement | Référence

depuis I'ceuf jusqu’a I'adulte

7 ® : 59 jours (Reuss et al., 2018)

@ :57,5jours

25 ® : 13,15 jours (Hoshino et al., 2010)

@ : 11,5 jours

29 ® : 10,8 jours (Reuss et al., 2018)
@ :10jours
31 ® 11,2 jours (Reuss et al., 2018)

@ : 12,5 jours

b. Préférences trophiques

Les préférences trophiques des moustiques concernent l'affinité pour les hotes sur
lesquels les femelles vont prendre leur repas de sang. Pour Ae. japonicus , ces préférences ont
été mesurées par collecte de femelles gorgées sur le terrain (Goodman et al., 2018; Molaei et
al., 2009; Schonenberger et al., 2016), via des pieges a appat cheval (Schonenberger et al.,
2016) ou en laboratoire par des gorgements sur divers animaux (Miyagi, 1972). Les préférences
trophiques sont a dominance mammalophiles, avec également des gorgements sur oiseaux,
comme le montre le Tableau 2 ci-dessous. En revanche, il n’a pas été reporté de repas de sang

sur reptiles et amphibiens (Miyagi, 1972).

Tableau 2. Liste des hotes sur lequel Ae. japonicus a pris ses repas de sang. Les hotes signalés par
une étoile * correspondent a des gorgements en laboratoire.
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Mammiféres

Homme (Homo sapiens) (Goodman et al., 2018; Molaei et al., 2009;

Schonenberger et al., 2016)
*Souris (Mus musculus) (Hoshino et al., 2010; Miyagi, 1972)
Rat brun (Rattus norvegicus) (Goodman et al., 2018)

Cerf de Virginie (Odocoileus virginianus) (Goodman et al., 2018; Molaei et

al., 2009)

Daim (Dama dama) (Molaei et al., 2009)

Cheval (Equus caballus) (Molaei et al., 2009)

Opossum de Virginie (Didelphis virginiana) (Molaei et al., 2009)
Camélidés du Nouveau Monde (Lama sp.) (Schénenberger et al., 2016)
Mouton (Ovis aries) (Schonenberger et al., 2016)

Chien (Canis lupus familiaris) (Schonenberger et al., 2016)

Ane (Equus asinus) (Schonenberger et al., 2016)

Phogue commun (Phoca vitulina) (Schonenberger et al., 2016)

Lion asiatique (Panthera leo persica) (Schonenberger et al., 2016)
Antilope Nilgaut (Boselaphus tragocamelus) (Schonenberger et al., 2016)

Chat (Felis domesticus) (Goodman et al., 2018)

Oiseaux *Poule (Gallus gallus domesticus) (Miyagi, 1972; Schonenberger et al.,
2016)
Nandou de Darwin (Pterocnemia pennata) (Schonenberger et al., 2016)
Moineau domestique (Passer domesticus) (Schonenberger et al., 2016)
Manchot de Humboldt (Spheniscus humboldti) (Schonenberger et al.,
2016)
Merle noir (Turdus merula) (Schonenberger et al., 2016)
*Colin de Virginie (Colinus virginianus)(Williges et al., 2008)

Mixte Moineau domestique (Passer domesticus) & Camélidés du Nouveau

Monde (Lama sp.) (Schénenberger et al., 2016)
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c. Préférence de gites de repos

Aedes japonicus est connu pour étre une espéce opportuniste, colonisant toutes sortes

d’habitats (Sunahara et al., 2002).

De maniere générale, Ae. japonicus est principalement une espece forestiére : elle est
présente plut6t en lisiere de forét (Murrell et al., 2015). Ainsi, la coupe des arbres qui fait
disparaitre I’habitat entraine une diminution des populations de ce moustique (Camille
Hopkins et al., 2018). De plus, Aedes japonicus préfére les zones couvertes (canopée fermée)
et 'ombre. Il a été constaté que cette espece avait besoin d’une humidité relative constante
(L. F. Chaves, 2016), pourtant il est absent des rizieres dans son aire d’origine (Tsuda et al.,
1994). Dans son aire d’origine, il est présent en zone urbaine ainsi que dans les foréts de
bambous et de chénes. La présence d’Ae. japonicus est également corrélée négativement avec
I'altitude au Japon (L. F. Chaves, 2016). Dans les zones colonisées, Ae. japonicus est également
présent en milieu rural (Bartlett-Healy et al. 2012) mais aussi en milieu urbain, ou I'un des lieux

favorablement colonisés sont les cimetieres (Becker et al. 2011).

d. Préférence de sites de pontes

Aedes japonicus pond ses ceufs dans des cavités de roche (Andreadis et al., 2001;
Armistead et al., 2012; Scott, 2003; Tanaka et al., 1979), dans des creux d’arbres (Andreadis et
al., 2001; Bevins, 2007; Tsuda et al., 1994) ou dans les dépressions du sol (Kaufman & Fonseca,
2014). Des gites artificiels, plutot larges, peuvent aussi étre colonisés : pneus stockés a
I'extérieur, collecteurs d’eau de pluie, récipients, seaux et divers contenants en pierre, en
béton, en plastique ou encore en métal (Andreadis et al., 2001; Bartlett-Healy et al., 2012;
Kaufman & Fonseca, 2014; Murrell et al., 2015; Saringer-Kenyeres & Kenyeres, 2019). Les
collecteurs d’eau de pluie et de drainage, comme les puisards ou les bassins de rétention, sont

aussi des gites ol Ae. japonicus peut pondre (Kaufman & Fonseca, 2014). Ainsi, les habitats

persistants sont favorisés mais les grosses collections d’eau de plus d’'un métre carré de
surface, ne sont pas favorable a I'espece (Sunahara et al., 2002). D'autres petits contenants
comme les cendriers sont aussi utilisés (Kampen & Werner, 2014; Saringer-Kenyeres &
Kenyeres, 2019) car ils permettent d’éviter la prédation mais augmente la compétition entre
larves de moustiques (Sunahara et al., 2002). Les divers vases présents dans les cimetiéres sont

également des lieux de ponte d’Ae. japonicus (Schaffner et al., 2009).
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Les gites de pontes d’Ae. japonicus sont plutdét sombres, de couleurs noire ou grise
(Bartlett-Healy et al., 2012). Les gites a I'ombre (Armistead et al., 2012; Bartlett-Healy et al.,
2012) sont donc favorisés, d’autant que I'eau qu’ils contiennent est généralement plus fraiche
gu’une eau exposée au soleil. En effet, il a été constaté une corrélation négative entre la
température et la présence d’Ae. japonicus ; les fortes chaleurs inhibant le développement des
larves (Reuss et al., 2018; Scott, 2003). Aedes japonicus préfére également les eaux peu riches
en nutriments (L. Chaves & Moji, 2017). Les éléments solides, plutot que ceux en suspensions,
favorisent le comportement d’alimentation car les larves ont tendance a moins filtrer et plut6t
a brouter les surfaces des aliments (O’Donnell & Armbruster, 2007). Les larves d’Ae. japonicus
sont, en effet, stimulées par la présence de phagostimulants en laboratoire. Cependant, il a
été constaté en conditions naturelles que les larves de ce moustique sont plus filtreuses qu’en

laboratoire (O’Donnell & Armbruster, 2007).

L'utilisation d’infusions de végétaux dans les pieges pondoirs pour attirer ce moustique a
des effets variables, pouvant étre attractants (Andreadis et al., 2001; Bartlett-Healy et al.,
2012) ou sans effet (Balestrino et al., 2016). De maniere anecdotique, l'infusion de
champignons ou de fécés d’élans a servi d’attractant dans des pieges pondoirs (A. Fielden et

al., 2015).

e. Fécondité

Aedes japonicus est une espece multivoltine, c’est-a-dire que plusieurs générations se
succédent par an (Kaufman & Fonseca, 2014). Une femelle peut pondre plusieurs dizaines
d’ceufs, comme le montre le Tableau 3. Certains ceufs ne sont pas déposées dans le gite larvaire
et sont retenus par la femelle : Oliver et Howard ont retrouvé une moyenne de 12 ceufs
retenus dans leurs expériences (Oliver & Howard, 2005). Le comportement d’oviposition,
c’est-a-dire de ponte des ceufs, est plutot réalisé au crépuscule ou juste avant l'aube (Lorenz

et al., 2013).

Tableau 3. Nombre d’ceufs produits par femelle d’Ae. japonicus.

Nombre d’ceufs pondus par | Référence

femelle

114 +51 (Oliver & Howard, 2005)

21



64 +23 (Armistead, Arias, et al.,
2008)
185 + 24 (Hoshino et al., 2010)

Plusieurs parametres sont connus pour influencer la fécondité, comme la source du
repas de sang, le cycle gonotrophique ou les précédents accouplements (Oliver & Howard,
2005). La longueur de la veine R1 de l'aile permet d’estimer la taille de I'adulte et donc la
fécondité des individus et de l'espéce a l'aide de régressions linéaires. Des mesures sont

présentées dans le Tableau 4.

Tableau 4. Mesure de la veine R1 d’ailes d’Ae. japonicus et lien avec la fécondité. Les régréssions
linéaires permettent d’obtenir le nombre d’ceufs produits par la femelle selon la taille de la veine
R1 de l'aile.

Mesure de la R1 (mm)

Régression linéaire

Référence

® :3,81+0,38 R1=3,22054+0.0047(Nb (Oliver & Howard, 2005)
oeuf)

@ :3,4+0,2 Nb oeufs = 53,078(R1)- | (Armistead, Arias, et al.,
113,91 2008)

® 310°C:4,18+0,14

Non déterminé

(Reuss et al., 2018)

@ 310°C:3,33+0,11

Non applicable

(Reuss et al., 2018)

® 331°C:3,04+0,12

Non déterminé

(Reuss et al., 2018)

@ a31°C: 2,56+ 0,09

Non applicable

(Reuss et al., 2018)

f. Compétition

La compétition se définit comme une interaction entre deux populations, ou l'une d’elle a
un impact négatif sur I'autre. La compétition peut avoir lieu entre au moins deux espéces
différentes (compétition interspécifique) ou entre individus d’'une méme espéce (compétition
intraspécifique). Les espéces de moustiques dites de creux d’arbres, sont limitées par les
ressources présentent dans le site de ponte clos ol se développent les larves. augmentation
des ressources permet alors de baisser la compétition entre les larves (Lorenz et al., 2013). En
ce qui concerne Ae. japonicus, il est avancé que la compétition intraspécifique a plus d’impact

qgue la compétition interspécifique. Ainsi, les populations sont régulées par les densités
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larvaires présentes dans le gite larvaire (L. Chaves & Moji, 2017; Hardstone & Andreadis,
2012) ; on parle alors de régulation densité-dépendante (L. Chaves & Moji, 2017). En forte
densité, le développement larvaire est plus long, la mortalité augmente et il en résulte une
diminution de la longueur de l'aile chez les femelles a 'émergence, traduisant une baisse de

fécondité (Hardstone & Andreadis, 2012).

La compétition larvaire a été testée avec d’autres moustiques de creux d’arbres du genre
Aedes, comme Ae. albopictus (Armistead, Arias, et al., 2008), Ae. atropalpus (Hardstone &
Andreadis, 2012), ou encore Ae. triseriatus (Hardstone & Andreadis, 2012) qui partagent des
gites similaires a ceux d’Ae. japonicus (Kaufman & Fonseca, 2014). Aedes albopictus, en
particulier, utilise les méme gites larvaires qu’Ae. japonicus (Cunze et al., 2016). Ces deux
especes peuvent coexister (Kaufman & Fonseca, 2014) et la présence de ces deux especes dans
un méme gite est liée a I'environnement avoisinant (L. F. Chaves, 2016). Aedes japonicus est
considéré comme un moins bon compétiteur qu’Ae. albopictus en raison d’une survie
inférieure, d’un temps de développement plus long et d’une population moins nombreuse en
présence de la seconde espéce (Armistead, Arias, et al., 2008). La compétition a un effet
d’autant plus important sur la taille de l'aile, et donc sur la fécondité, que la densité larvaire
est forte et, par conséquent, que la compétition augmente (Armistead, Arias, et al., 2008).
Cependant les interactions entre ces deux espéces peuvent étre limitées par des utilisations
différentes des ressources et de I’habitat (L. F. Chaves, 2016). Au Japon, ol Ae. japonicus est
autochtone tandis qu’Ae. albopictus est invasif, ces deux espéces sont fréquemment trouvées
dans les mémes gites, sans exclusion de I'une ou l'autre. Les auteurs soulignent néanmoins
gue le réchauffement climatique pourrait étre une cause de disparition d’Ae. japonicus, qui
préfere les températures plus froides (Nihei et al.,, 2014). En présence de l|'espece
Ae. atropalpus, il a été constaté qu’Ae. japonicus était plus sensible a la densité larvaire et
donc a la compétition intraspécifique (Armistead, Nishimura, et al., 2008). La compétition a
aussi été testée avec des moustiques du genre Culex tels que Cx. restuans et Cx. pipiens
(Hardstone & Andreadis, 2012). En effet, Ae. japonicus colonise également des gites ou sont
présents ces especes (Kaufman & Fonseca, 2014). Aedes japonicus est aussi retrouvé dans
I'environnement en présence de Cx. pipiens et Ae. geniculatus ; de la compétition peut alors
aussi survenir entre toutes ces espéces (Saringer-Kenyeres & Kenyeres, 2019). Il faut
cependant noter que la compétition peut étre évitée par Ae. japonicus, en pondant ses ceufs
plus tot dans la saison que les autres compétiteurs (Murrell et al., 2015).
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Etant donné qu’Ae. japonicus utilise une grande variété de gites larvaires, sa rencontre
avec des prédateurs en milieu naturel est trés probable (Sunahara et al., 2002). En effet, les
grands espaces favorisent la présence de prédateurs aquatiques et donc la pression de
prédation (Sunahara et al., 2002). Les larves peuvent alors étre exposées a des prédateurs
aquatiques, telles que les larves de moustiques prédatrices du genre Toxorhynchites dont
Tx. rutilus (Freed et al., 2014; Kaufman & Fonseca, 2014), des punaises aquatiques de la famille
des Notonectidae ou des larves du genre Chaoborus (Sunahara et al., 2002). Du fait de leur
comportement alimentaire, les larves d’Ae. japonicus sont plus actives et donc plus soumises
a la prédation par les larves de Tx. rutilus que d’autres especes de moustiques (O’Donnell &
Armbruster, 2007). Cependant, en présence d’autres larves compétitrices comme
Ae. triseriatus, la pression de prédation permet de réduire la pression de compétition en
diminuant les densités de populations des deux Aedes présentes (Freed et al., 2014). Il a ainsi
été observé qu’Ae. japonicus évitait les creux de pierres, qui sont des gites larvaires de Tx.

rutilus, évitant ainsi la prédation par ces derniéres (Freed et al., 2014).

I a été trouvé sur Ae.japonicus des parasites comme les protozoaires
Ascogregarina japonicus dans son aire de répartition au Japon ou encore
Ascogregarina taiwanensis en dehors du Japon, pouvant affecter sa survie et donc son
expansion (Erthal et al.,, 2012). De méme, des mites aquatiques du genre Parathyas
(Hydryphantidae : Euthyadinae) ont été retrouvées sur les adultes, diminuant alors la
fécondité et la survie des individus parasités malgré une faible proportion de parasitisme

(1/3964 individus) (Manges et al., 2018).

g. Passage de I'hiver

Le passage de I'hiver en zone tempérée est un élément clef pour la survie des populations
d’années en années. Bien que fortement suspectée puisque les larves et les ceufs sont cités
comme les stades hivernants (Armistead et al., 2012; Day et al., 2021; Tanaka et al., 1979), la
diapause n’a jamais été formellement démontrée chez Ae. japonicus a notre connaissance. Les
ceufs d’Ae. japonicus, présentés en Figure 7, sont de couleur noire mate, font 591 um de long
pour 172um de large. lls sont allongés en forme de cigare et I'exochorion est orné de nombreux
tubercules, avec un col apical bien visible. Plusieurs éléments jouent pourtant en faveur de la

diapause tels que des ceufs dessiccants (Versteirt et al., 2009) ou encore les femelles qui sont
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photosensibles (Bova et al., 2019). La diapause reste donc a confirmer pour cette espece et le
cas échéant, I'étude de sa caractérisation permettrait une meilleure compréhension de son

processus d’invasion.

Figure 7. CEufs d’Ae. japonicus. Photographiés au microscope, grossissement x 2*10*10.
0,46um/pixel. Crédit photo : Eva Krupa.

h. Dispersion
La dispersion peut étre divisée en deux types : la dispersion passive, assistée par le vent

ou le transport favorisé par I’'Homme ; et la dispersion active mobilisant les ailes du moustique
et prenant place dans les comportements journaliers des individus (Verdonschot & Besse-

Lototskaya, 2014). La dispersion est aussi soumise a I'influence de nombreux facteurs.

Les especes du genre Aedes sont généralement classées comme mauvaises volantes
(moins de 50 metres) ou comme trés bonnes volantes (plus de 4000 metres) (Verdonschot &
Besse-Lototskaya, 2014). En ce qui concerne Ae. japonicus, ses capacités de dispersion ne sont
pas totalement connues, bien que diverses études suggérent une grande capacité de
dispersion, notamment active (Mdller et al., 2020). Ainsi en sept ans, cette espéce a migré
d’une centaine de kilométres en Hongrie (Seidel, Nowotny, et al., 2016), ce qui correspond a
une dispersion de 14,3 kilométres par an. Une méta analyse des distances de vol des
moustiques reporte une distance d’1,6 kilométre réalisée par ce moustique (Verdonschot &
Besse-Lototskaya, 2014). Cette valeur est tirée de Moberly et al. (2005) qui, lors de la
découverte de Ae. japonicus dans le Sud de l'Indiana (Etats-Unis), mentionne dans son
introduction une capacité de vol inférieure a 1,6 km ce qui expliquerait que sa colonisation
entre les états soit favorisée par le transport passif. Or, ces derniers auteurs citent pour une
telle référence I'étude de Fonseca et al. (2001) qui analyse la variation génétique de cette
espece et ne fait nullement mention de cette capacité de vol de 1,6 km. Ainsi, a notre
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connaissance, aucune étude en laboratoire ou sur le terrain n’a permis d’évaluer les capacités

de vol de Ae. japonicus.

i. Role vecteur d’Ae. japonicus

En plus d’étre invasif, Ae. japonicus est susceptible d’étre vecteur de divers agents
pathogenes, pouvant causer des maladies humaines et animales. Ainsi dans I'environnement,
ce moustique a été retrouvé porteur du virus de Cache Valley (Bunyaviridae:
Orthobunyavirus)(Andreadis et al.,, 2014), du virus de l'encéphalite La Crosse (LACV)
(Bunyaviridae: Orthobunyavirus)(Harris et al., 2015; Westby et al., 2015) et du virus du Nil
Occidental (WNV) (Flaviviridae : Flavivirus) [CDC. 2000. West Nile Virus Activity -New York and
New Jersey, 2000. Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR).]

En laboratoire, il a été testé compétent pour la transmission de ces mémes virus (LACV
(Bara et al., 2016; Sardelis, Turell, et al., 2002) et WNV (Huber et al., 2014; Turell et al., 2001;
Wagner et al., 2018)) mais également de nombreux autres: virus du chikungunya
(Togaviridae : Alphavirus) (CHIKV) et virus de la dengue (Flaviviridae: Flavivirus)
(DENV)(Schaffner et al., 2011), virus de I'encéphalomyélite équine de I'Est (Togaviridae :
Alphavirus) (EEEV)(Sardelis, Dohm, et al., 2002), virus Getah (Togaviridae:
Alphavirus)(Takashima & Hashimoto, 1985), virus de I'encéphalite japonaise (JEV)
(Flaviviridae : Flavivirus) (Huber et al., 2014; Takashima & Rosen, 1989), virus de la Fiévre de la
vallée du Rift (RVFV) (Phenuiviridae : Phlebovirus)(Turell et al., 2013) et le virus de 'encéphalite

de Saint Louis (SLEV) (Flaviviridae : Flavivirus)(Sardelis et al., 2003).

De plus, Ae. japonicus a également été testé en laboratoire pour la transmission de
parasites (Dirofilaria immitis et Dirofilaria repens) responsables de filarioses (Silaghi et al.,

2017).
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j. Conclusion

DISPERSION
Capacité de vol

Préférence de sites de repos
Durée de vie
Préférences trophiques

PONTE
Préférence de gites

Taille de la ponte

Nombre et Durée du cycle gonotrophique

ACCOUPLEMENT
Sex-ratio

Fécondité . Adulte
Densité -
Compétition intra-spécifique

DEVELOPPEMENT (1/2)
Succes de 'embryogéneése
Valeur nutritive et quantité de nourriture Optimum de températures

Mortalité Durée de développement

Dormance Larves Compétition intra-spécifique

Dynamique de population : Compétition inter-spécifique

Profil saisonnier Pression d{ aux pathogénes, prédateurs et parasites

DEVELOPPEMENT (2/2)

Figure 8. Traits d’histoire de vie classés selon le stade qu’ils impactent. Les THV sont classés en
quatre catégories : ceux impactant les stades immatures et donc les transitons entre les stades du
cycle de vie, présentés dans les encarts orange « développement ». Pour le stade adulte, les THV
impactant la reproduction sont présentés dans I'encart rose « accouplement » et I’encart bleu

« ponte ». L'encart vert « dispersion » présente les THV pouvant impacter la distribution de
I'espéce.

Sur la Figure 8, le développement correspond aux stades immatures (i.e. ceufs, larves et
nymphes). La dispersion n’est appliquée qu’aux imagos car Ae. japonicus étant une espéce de
creux d'arbres, la dispersion naturelle des larves est supposée étre limitée.

Cette derniére figure offre un panorama des principaux THV chez Ae. japonicus. Les
paragraphes précédents ont dressé un état des lieux des connaissances sur cette espece.
Certains traits biologiques sont bien connus dans la littérature, tandis que d’autres comme la
dispersion active (capacités de vol) ou la dormance (quiescence et diapause a I'état d’ceufs)

restent a investiguer plus en profondeur.
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Partie D : Objectifs

Nous avons donc vu qu’Ae. japonicus était une espece invasive, qui possede des
caractéristiques biologiques pouvant étre un frein a sa colonisation : ce n’est pas une espece
trés compétitrice, ni tres tolérante aux variables de I'environnement. Pourtant, elle continue
son expansion dans le monde alors que des zones d’'ombres persistent sur son succés invasif,
en particulier sur ses moyens de passer I'hiver et ses capacités de dispersion. Plusieurs
inconnues persistent sur la biologie du moustique invasif Ae. japonicus ce qui limite la

compréhension de son succes d’invasion.

Objectif principal

Lobjectif principal de cette thése est de caractériser les traits biologiques du moustique
invasif Aedes japonicus japonicus (Theobald) (Diptera : Culicidae) dans le Nord-Est de la

France.

Pour atteindre cet objectif, une meilleure compréhension de sa biologie dans un
contexte environnemental particulier est nécessaire: cette espéce doit s'adapter au climat
tempéré local, impliquant des hivers froids et des épisodes de fortes chaleurs. L'état des
connaissances décrit tout au long de l'introduction de cette thése a permis de dégager deux
parametres essentiels, la diapause et les capacités de vol, ce qui nous a conduit a définir des

objectifs spécifiques et structurer la thése comme détaillé ci-dessous.

Obijectifs spécifiques et structure de cette these

Avant d’aborder les capacités de vol, il est essentiel dans un premier temps de
commencer par étudier la colonisation passée en identifiant la sous espéce présente en Alsace
grace a des approches moléculaires, présentée au chapitre Il. De plus, nous étudierons les

similarités de la population locale avec les autres populations invasives d’Europe.

Une fois cette population locale caractérisée, nous nous intéresserons ensuite a
caractériser un premier trait d’histoire de vie d’Ae. japonicus. Nous y investiguerons donc les
capacités de vol de cette espéece a travers un protocole de vol restreint via l'utilisation d’un

flight mill en conditions de laboratoire dont les résultats sont présentés au chapitre lll.
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Au cours du chapitre IV, nous nous pencherons sur la caractérisation des ceufs. D’'une
part, nous étudierons leur morphologie; ainsi que leur patron de présence dans
I'environnement au cours de l'année, afin de déterminer la période de ponte de l'espéce.
D’autre part, nous étudierons la dormance des ceufs d’Ae. japonicus et caractériserons celle-

Ci ainsi que son évolution au cours de la saison.

Dans le chapitre V, nous essayerons de mieux comprendre la colonisation du milieu par
Ae. japonicus. Pour cela, nous étudierons la dynamique de population d’Ae. japonicus dans le
Nord-Est de la France a I'aide d’'un modéle mécanistique, reprenant les principales données
obtenues dans les parties précédentes ainsi que celles issues de la littérature. Afin d’ajuster au
mieux ce modele, nous caractériserons au préalable le développement des stades larvaires de
notre population locale. Les résultats obtenus nous permettent ainsi de mieux comprendre les

capacités d’invasion de ce moustique dans le Nord-Est de la France.

Lensemble des travaux réalisés seront largement discutés au cours du chapitre VI qui

se cloturera par une conclusion générale sur les capacités d’invasion d’Ae. japonicus.
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Chapitre Il. Caractérisation moléculaire
d’Ae. japonicus présente dans le Bas-
Rhin.

Introduction

Aedes japonicus est une espece polymorphique représentée par 4 sous-espéeces :
Ae. japonicus japonicus, Ae. j. amamiensis, Ae. j. yaeyamensis et Ae. j. shintienensis (Tanaka et
al., 1979). Bien qu’a ce jour, seule la sous-espéce Ae. j. japonicus ait été détectée en Europe,
aucune vérification moléculaire de l'appartenance des spécimens au sein du complexe
Japonicus n’avait été réalisée suite a I'introduction dans le Bas-Rhin en 2014 (Krupa et al.,

2020).

Pour étudier les relations phylogénétiques, plusieurs marqueurs moléculaires peuvent étre
utilisés pour reconstituer les liens de parentés entre espéces et au sein d’individus d’une
méme espéce. Les marqueurs mitochondriaux COI et COIl correspondent respectivement a
une portion de la sous-unité 1 et de la sous-unité 2 du cytochrome oxydase, protéine présente
dans la membrane des mitochondries et qui catalyse la réaction de réduction du dioxygéne.
Par cette fonction importante liée a la respiration, les génes codant cette protéine sont donc
relativement bien conservés entre les individus d’'une méme espéce et présentent plus de
diversité entre les espéces. Ainsi, sur la base de cette constance intra-spécifique et variabilité
interspécifique, Herbert et al. (2003) ont proposé le séquencage de ce marqueur COIl pour le
projet barcode of life visant a identifier les organismes a I'aide de ces « code-barres ». Toujours
au niveau de 'ADNmt, le marqueur NAD4 code pour une portion de la chaine 4 de la NADH
ubiquinone oxidoréductase. Cette protéine est une sous unité de la chaine respiratoire de la

membrane mitochondrienne qui transfere les électrons de NADH a la chaine respiratoire.

De plus, bien que jusqu’a présent seule la sous espece binominale soit présente en Europe,
plusieurs populations aux profils génétiques différents ont été identifiées, suggérant de
multiples introductions de cette espece invasive. Ces études reposent sur le polymorphisme
de divers marqueurs génétiques comme le NAD4 (Cameron et al., 2010; Fonseca et al., 2001,

2010; Zielke et al., 2015) ou des loci de microsatellites (Widdel et al., 2005; Zielke et al., 2015).

51



Ainsi, une premiere population a été identifiée en Belgique, la seconde en Autriche et Slovénie,
une troisieme en Allemagne du Nord et de I'Ouest et la derniere regroupe des individus de
I’Allemagne du Sud-Ouest, de Suisse mais aussi des Pays-Bas (Zielke et al., 2015, 2016).

Dans cette premiére partie, nous souhaitons donc 1) confirmer la sous-espéece présente
dans le Bas-Rhin a I'aide du COI et 2) déterminer les génotypes présents dans notre zone
d’étude, les relier aux populations présentes en Europe et ainsi avoir un indice sur l'origine

probable de son introduction en Alsace.

Matériel et Méthodes

Les individus proviennent de la mise en élevage en laboratoire d’ceufs collectés sur des

pieges pondoirs installés a Reichstett (48.64 N, 7.75 E) pendant les saisons 2019 et 2020.

LADN total de chaque individu a été extrait a partir de 2 pattes avec le DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) selon le protocole fourni par le fabricant. L'utilisation de
2 pattes permet d’obtenir suffisamment d’ADN tout en conservant le spécimen pour des
études morphologiques ultérieures si nécessaire. LADN obtenu est ensuite amplifié par PCR,
avec les amorces correspondant au géne ciblé. L'annexe 6 détaille les protocoles d’extraction
d’ADN et de PCR utilisés. Pour le COI, les amorces LCO1490 (forward) et HCO2198 (reverse) ont
été utilisées (Folmer et al., 1994). La taille attendue du produit PCR est de 709 paires de base
(pb). Pour le COIl, il s"agit des amorces C2-J-3138 (forward) (alias Pierre) et de C2N3661 (alias
Barbara) (reverse) décrites de Simons et al. (1994)avec un amplicon attendu de 569 pb. Pour
NAD4, les amorces N4J-8502D (forward) et N4N-8944D (reverse) décrites de Fonseca et al.

(2001) sont utilisées. La taille attendue de ce dernier est de 465 pb.

L'électrophorese est réalisée dans un gel d’agarose a 1,5% a 140V pendant 25 minutes. La

Figure 9 montre la révélation de la migration des produits PCR.
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Figure 9. Photographie de la révélation de la migration des produits PCR. Le marqueur génétique
amplifié est le COI, attendu a 709 pb. Une échelle moléculaire 100bp se trouve a droite de la figure.
6 spécimens de Reichstett ont été amplifiés spécifiquement : le produit PCR est bien celui attendu
(autour de 700pb) sans autre amplification secondaire.

Les produits PCR sont dosés par mesure de l'absorbance a 260nm et 320nm par
VarioskanLux et le logiciel SkanIT. Les concentrations des produits PCR sont ajustées a 60-
70ng/uL pour I'envoi a purifier puis séquencer dans les deux sens de lecture par un prestataire

externe.

Pour chaque spécimen, les chromatogrammes des séquences obtenues sont analysés
et assemblés pour créer la séquence compléte entre les deux amorces de chaque marqueur a
I'aide du logiciel Geneious 10.2.6 (Biomatters, New Zeland). Les séquences sont ensuite
soumises au protocole Blast (NCBI) pour confirmer la portion amplifiée (géne et espéce) puis

traduit en protéine pour vérifier 'absence de pseudo-geénes. Ce terme désigne une portion de
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géne qui a été insérée dans un emplacement du génome devenant non codant et dont les

mutations ne sont pas corrigées en I'absence de pression de sélection.

Pour l'analyse phylogénétique, nous avons ajouté a notre jeu de données des

séquences disponibles sur Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/): 52 séquences pour le

COl, qui correspondent a des spécimens de diverses localités pour 3 des 4 sous-espéces d’Ae.
japonicus (la sous-espéce Ae. j. shintienensis n’est pas répertoriée), 17 pour COIl et 11 pour
NAD4, le détail étant présenté en annexe 7. Pour le COIl et le NAD4, nous avons notamment
repris les séquences utilisées par Cameron et al. (2010). Pour chaque marqueur, les séquences
nucléotidiques sont alignées via le logiciel MegaX 10.2.0. (Kumar et al., 2018). Les distances
génétiques entre sous-especes d’Ae. japonicus (désignés par la suite comme distances inter-
spécifiques) et au sein des individus de la sous-espece Ae. j. japonicus (distances intra-

spécifiques) ont été mesurées par le méme logiciel en utilisant les parameétres par défaut.

Le meilleur modeéle de substitution nucléotidique a été déterminé par I'analyse du jeu
de données par marqueur sur Jmodeltest 2.1.10 (Posada, 2008). Ainsi, le modeéle sélectionné
est GTR+I pour COI et COIl, et GTR+G pour NAD4. Les analyses phylogénétiques bayésiennes
ont été réalisées sous MrBayes 3.2.7 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) pour chaque marqueur
séparément et avec la combinaison COIll+NADA4. Les valeurs paramétriques de ces modeles
sont présentées en annexe 7. Comme Cameron et al. (2010), nous avons réalisé 5 millions de
générations avec une cold chain et trois heated chain (température = 0.075). A l'issu de
I'analyse, les 1250 premiers arbres ont été éliminés et les 3750 restants utilisés pour la
reconstruction phylogénétique. La robustesse des nceuds est exprimée par les valeurs des
Probabilités Postérieures des Clades (CPP). Les arbres phylogénétiques obtenus sont analysés

sous FigTree 1.4.4. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Résultats
1. Barcoding

Les séquences de 5 individus de notre population du site d’étude de Reichstett ont été
obtenues. Les résultats du protocole Blast des séquences COl de nos spécimens
d’Ae. japonicus nous ont permis de déterminer qu’il s’agissait bien de la sous-espece
binominale. La reconstruction phylogénétique du COIl révele que nos spécimens sont

génétiqguement proches d’individus d’Allemagne, des Etats-Unis et des Pays-Bas (Figure 10).
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Figure 10. Arbre bayésien issu de I'analyse phylogénétique pour le marqueur COl. Nos spécimens
sont encadrés en rouge. La provenance des spécimens utilisés pour les séquences d’autres études
est indiquée aprés le numéro d’accession Genbank. Les valeurs des CPP sont affichées a droite du
nceud correspondant. 3 clades bien distinctes permettent de séparer I'arbre phylogénétique selon
les 3 sous-espéces correspondantes : Ae. j. yaeyamensis (en bleu), Ae. j. amamiensis (en rose) et
Ae. j. japonicus (en vert).

Les mesures de distances génétiques interspécifiques sont comprises entre 7,96 % et
12,32%. Au niveau de Ae. j. japonicus, les distances intra-spécifiques varient de 0% a 1,66%.
Lors de cette analyse, aucune séquence COl pour Ae. shintienensis n’était disponible

(consultation Genbank le 01/08/2021).
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2. Analyse du COIll et de NAD4

Lanalyse des 6 séquences du COIl obtenues sur nos individus montre le regroupement de

ces dernieres au sein du clade Ae. j. japonicus avec une robustesse de 100% (Figure 11).
Représentée par une seule séquence, Ae. j. amamiensis se discrimine toutefois des autres
sous-especes avec une CPP de 100%. Les deux dernieres especes du complexe,
Ae. j. shintienensis et Ae. j. yaeyamensis sont plus proches mais ces deux clades restent tres
bien discriminés par I'analyse avec une CPP de 93%. Les mesures de distances génétiques
interspécifiques sont de 5,62 % a 11,97% et les distances intra-spécifiques pour Ae. j. japonicus

varient de 0% a 2,01%.
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Figure 11. Arbre phylogénétique bayésien du COIl. Nos spécimens sont encadrés en rouge. La
provenance des spécimens utilisés pour les séquences d’autres études est indiquée aprés le numéro
d’accession Genbank. Les valeurs des CPP sont affichées a droite du nceud correspondant. 4 clades
bien distinctes permettent de séparer I'arbre phylogénétique selon les 4 sous-espéces
correspondantes : Ae. j. japonicus (en vert), Ae. j. amamiensis (en rose), Ae. j. shintienensis (en
orange) et Ae. j. yaeyamensis (en bleu).

De méme, pour le NAD4, les 4 individus séquencés au cours de cette étude sont
regroupés dans le clade Ae. j. japonicus avec une CPP maximale de 100% (Figure 12). Bien que
représentée uniguement par 1 ou 2 séquences, chacune des trois sous-espéeces restantes sont
fortement discriminées dans des clades distincts avec des CPP de 100%. Les mesures de
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distances génétiques interspécifiques sont de 4,68 % a 7,24% et les distances intra-spécifiques
pour Ae. j. japonicus varient de 0% a 1,68%. Les 4 individus présentent des génotypes
différents, présentés dans le Tableau 5. Lensemble des haplotypes connus sont présentés en

annexe 8.
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Figure 12. Arbre phylogénétique bayésien du NAD4. Nos spécimens sont encadrés en rouge. La
provenance des spécimens utilisés pour les séquences d’autres études est indiquée aprés le numéro
d’accession Genbank. Les valeurs des CPP sont affichées a droite du nceud correspondant. 4 clades
bien distinctes permettent de séparer I'arbre phylogénétique selon les 4 sous-espéces
correspondantes : Ae. j. japonicus (en vert), Ae. j. amamiensis (en rose), Ae. j. shintienensis (en
orange) et Ae. j. yaeyamensis (en bleu).
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Tableau 5. Haplotypes du marqueur NAD4 observés pendant notre étude. Seules les positions
variables sont montrées. Le numéro renvoi a la position du nucléotide sur la séquence NAD4 de 424
pb. La séquence de référence correspond a I’haplotype H1.

Position | 25 35 41 46 82 135 181 403
H1 T C A A C A G C
FRRCO6 | G T G - - - A T
FRRCO7 | - - - T - - A T
FRRCOS8 | - - - - T G - -
FRRCO9 | - . - . - . - -

GU229901/ Corée du Sud

GU229902 | Corée du Sud
FRRCO08
1 - |[FRRC09

— GU229898 / Etats-Unis

— GU229899/ Japon

0,78 Ae. j. japonicus

GU229900 / Etats-Unis f-4ap

- KU665643  ltalie

- KU665644 | Italie

- KUG65645 ] Italie

FRRC06
0,93
FRRCO7
Ae. j. amamiensis
AEJAM386 / Japon
Ae. j. shintienensis .
AEJSH138 [ Taiwan
1 I

1

1
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0,02

I— GU229905/ Taiwan
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|— GU229907 [ Japon
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Figure 13. Arbre phylogénétique bayésien issu de I'lanalyse du jeu de données concaténé du COIl et
du NADA. Nos spécimens sont encadrés en rouge. La provenance des spécimens utilisés pour les
séquences d’autres études est indiquée aprés le numéro d’accession Genbank. Les valeurs des CPP
sont affichées a droite du nceud correspondant. 4 clades bien distinctes permettent de séparer I'arbre
phylogénétique selon les 4 sous-espéces correspondantes: Ae.j.japonicus (en vert),
Ae. j. amamiensis (en rose), Ae. j. shintienensis (en orange) et Ae. j. yaeyamensis (en bleu).

Les marqueurs COIl et NAD4 ont été concaténés sur les mémes individus, issus de notre
étude (FRRCO6 a FRRC09) et des individus AEJAM386, AEJSH138, AEJYA79 et AEJYA81 issus de
Cameron et al. (2010) (Figure 13). Les individus issus du Bas-Rhin ressortent a nouveau dans

le clade correspondant a Ae. j. japonicus.

Discussion

Bien qu’attendu car la seule rencontrée en Europe, c’est bien la sous espéce Ae. j. japonicus
qui est présente également dans le Bas-Rhin. L'utilisation du COI nous aura donc permis de
réaliser du barcoding sur nos spécimens d’Ae. japonicus et de mesurer des distances
génétiques. En effet, ce marqueur génétique est fréquemment utilisé, produisant une large
base de données disponible. Cependant le COIl de la sous-espéce Ae. j. shintienensis n’est pas
répertoriée. Ce marqueur n‘a donc pas été concaténé et inclus dans les autres analyses.
Comme Cameron et al. (2010) nous avons utilisé les marqueurs COll et NAD4. Le marqueur
D2 s’est révélé dans leur étude peu informatif, nous n’avons donc pas conservé ce marqueur

pour nos analyses.

Bien que seuls 4 individus aient été séquencés pour le marqueur NAD4, les 4 séquences
obtenues sont toutes différentes, démontrant que la population du Bas-Rhin est constituée
d’au moins 4 haplotypes. Le potentiel invasif de la population locale est donc élevé en raison
d’une adaptation facilitée par la diversité génétique de la population présente. 47 haplotypes
du marqueur NAD4 sont a ce jour décrits pour Ae. j. japonicus (Smitz et al., 2021). Cependant,
tous ne sont pas clairement décrits dans la littérature ou disponible dans Genbank. Pour nos
séquences, nous sommes donc en mesure de déterminer ou d’exclure leur appartenance a un
haplotype décrit précisément (si la séquence est disponible) et nous pouvons souligner les
différences avec les séquences disponibles. Toutefois, nous ne pouvons pas décrire de nouvel
haplotype en I'absence d’accés a toutes les séquences des haplotypes décrits.

En se basant sur les données présentées par Fonseca et al. (2001), nous pouvons supposer
gue l'individu FRRCO9 est de I'haplotype H1. Cet haplotype H1 est supposé étre celui a partir

duquel ont évolué les autres haplotypes (Fonseca et al., 2001). De plus, la présence de
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I’haplotype H1 au niveau mondial suggere de multiples introductions d’Ae. japonicus a travers
le temps depuis une méme population d’Asie, son aire d’origine, ce qui souligne que
I'expansion de cette espece résulte du fait de 'Homme (Zielke et al., 2014). Lindividu FRRC08
posseéde des caractéristiques qui indiqueraient son appartenance a I’haplotype H6. Cet
haplotype est décrit aux Etats Unis (Fonseca et al., 2001) et dans I'Ouest de I'Allemagne (Zielke
et al., 2014). Pour FRRCO6 et FRRCO7, les données présentées de |I'étude de Fonseca et al.
(2001)sont insuffisantes pour déterminer leur haplotype respectif. En revanche, nous pouvons
certainement supposer leur non appartenance aux haplotypes de H1 a H15 (Fonseca et al.,
2001), ni aux haplotypes H44 et H45 (Zielke et al., 2015) ni a I"haplotype H47 (Smitz et al.,
2021). Le Bas-Rhin, situé a la frontiére franco-allemande, est aussi géographiquement proche
de la Belgique. L'haplotype H9 du marqueur NAD4 a été pendant longtemps considéré comme
le seul présent en Belgique (Zielke et al., 2014), mais est absent de nos spécimens. De récentes
études (Smitz et al., 2021) montrent que, bien que I’haplotype H9 reste largement majoritaire
(80% des spécimens étudiés), la diversité d’haplotypes a augmenté en nombre et en
proportion en Belgique, liée a de nouvelles introductions. Bien que les populations d’origine
belges se soient installées avant celles d’Allemagne, nos résultats suggerent une plus grande
proximité entre nos populations locales et celles présentes outre Rhin, coté allemand,
notamment par la présence des haplotypes H1 et H6. Plus récemment, ces deux derniers
haplotypes ont aussi été retrouvés en Belgique et leur présence est aussi attribuée aux

populations allemandes proches (Smitz et al., 2021).

La dispersion passive est I'hypothése la plus probable pour expliquer la
présence d’Ae. japonicus en Europe: bien que les populations soient séparées, elles
présentent des mélanges d’haplotypes communs (Zielke et al., 2015). En Allemagne (Zielke et
al., 2014), plusieurs génotypes (définis par des marqueurs NAD4 et plusieurs loci de
microsatellites) démontrent des introductions multiples : des introductions provenant des
populations voisines (possédant un génotype, appelé 1) et une population différente
localement introduite (de génotype différent, appelé 2). Les deux génotypes se sont ensuite
mélangés (Zielke et al., 2014). Nos résultats ne permettent pas de déterminer 'appartenance
de notre population a I'un ou l'autre des génotypes, et des études complémentaires sur
d’autres marqueurs seraient nécessaires. Cependant, la variabilité génétique observée sur
guelgues individus souligne une probabilité accrue de dispersion passive. Enfin, un plus grand
nombre d’individus pourraient permettre de déterminer la présence d’autres haplotypes.

60



Références
Cameron, E. C., Wilkerson, R. C., Mogi, M., Miyagi, |., Toma, T., Kim, H.-C., & Fonseca, D. M. (2010).

Molecular phylogenetics of Aedes japonicus, a disease vector that recently invaded Western
Europe, North America, and the Hawaiian islands. Journal of Medical Entomology, 47(4),
527-535. https://doi.org/10.1603/me09259

Folmer, O., Black, M., Hoeh, W., Lutz, R., & Vrijenhoek, R. (1994). DNA primers for amplification of
mitochondrial cytochrome c oxidase subunit | from diverse metazoan invertebrates. Molecular
Marine Biology and Biotechnology, 3(5), 294-299.

Fonseca, D. M., Campbell, S., Crans, W. J., Mogi, M., Miyagi, |., Toma, T., Bullians, M., Andreadis, T. G.,
Berry, R. L., Pagac, B., Sardelis, M. R., & Wilkerson, R. C. (2001). Aedes (Finlaya) japonicus
(Diptera : Culicidae), a newly recognized mosquito in the United States : Analyses of genetic
variation in the United States and putative source populations. Journal of Medical Entomology,
38(2), 135-146. https://doi.org/10.1603/0022-2585-38.2.135

Fonseca, D. M., Widdel, A. K., Hutchinson, M., Spichiger, S.-E., & Kramer, L. D. (2010). Fine-scale spatial
and temporal population genetics of Aedes japonicus, a new US mosquito, reveal multiple
introductions. Molecular Ecology, 19(8), 1559-1572. https://doi.org/10.1111/j.1365-
294X.2010.04576.x

Hebert, P. D. N., Cywinska, A., Ball, S. L., & deWaard, J. R. (2003). Biological identifications through DNA
barcodes. Proceedings. Biological Sciences, 270(1512), 313-321.
https://doi.org/10.1098/rspb.2002.2218

Krupa, E., Schaffner, F., Bender, C., & Mathieu, B. (2020). Progression du moustique tigre en France :
Surveillance transfrontaliere dans le Grand-Est. Revue Francophone des Laboratoires,
2020(524), 53-61. https://doi.org/10.1016/51773-035X(20)30231-8

Kumar, S., Stecher, G., Li, M., Knyaz, C., & Tamura, K. (2018). MEGA X : Molecular Evolutionary Genetics
Analysis across computing platforms. Molecular Biology and Evolution, 35(6), 1547-1549.

https://doi.org/10.1093/molbev/msy096

61



Posada, D. (2008). jModelTest : Phylogenetic model averaging. Molecular Biology and Evolution, 25(7),
1253-1256. https://doi.org/10.1093/molbev/msn083

Ronquist, F., & Huelsenbeck, J. P. (2003). MrBayes 3 : Bayesian phylogenetic inference under mixed
models. Bioinformatics (Oxford, England), 19(12), 1572-1574.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btg180

Simon, C., Frati, F., Beckenbach, A., Crespi, B., Liu, H., & Flook, P. (1994). Evolution, weighting, and
phylogenetic utility of mitochondrial gene sequences and a compilation of conserved
polymerase chain reaction primers. Annals of the Entomological Society of America, 87(6),
651-701. https://doi.org/10.1093/aesa/87.6.651

Smitz, N., De Wolf, K., Deblauwe, ., Kampen, H., Schaffner, F., De Witte, J., Schneider, A., Verlé, I.,
Vanslembrouck, A., Dekoninck, W., Meganck, K., Gombeer, S., Vanderheyden, A., De Meyer,
M., Backeljau, T., Werner, D., Miiller, R., & Van Bortel, W. (2021). Population genetic structure
of the Asian bush mosquito, Aedes japonicus (Diptera, Culicidae), in Belgium suggests multiple
introductions. Parasites & Vectors, 14(1), 179. https://doi.org/10.1186/s13071-021-04676-8

Tanaka, K., Mizusawa, K., & Saugstad, E. S. (1979). A revision of the adult and larval mosquitoes of
Japan (including the Ryukyu Archipelago and the Ogasawara Islands) and Korea (Diptera :
Culicidae). Contributions of the American Entomological Institute, 16, vii 1-987.

Widdel, A. K., McCuiston, L. J., Crans, W. J., Kramer, L. D., & Fonseca, D. M. (2005). Finding needles in
the haystack : Single copy microsatellite loci for Aedes japonicus (Diptera: Culicidae). The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 73(4), 744-748.

Zielke, D. E., Ibanez-Justicia, A., Kalan, K., Merdi¢, E., Kampen, H., & Werner, D. (2015). Recently
discovered Aedes japonicus japonicus (Diptera : Culicidae) populations in The Netherlands and
northern Germany resulted from a new introduction event and from a split from an existing
population. Parasites & Vectors, 8, 40. https://doi.org/10.1186/s13071-015-0648-1

Zielke, D. E., Walther, D., & Kampen, H. (2016). Newly discovered population of Aedes japonicus

japonicus (Diptera : Culicidae) in Upper Bavaria, Germany, and Salzburg, Austria, is closely

62



related to the Austrian/Slovenian bush mosquito population. Parasites & Vectors, 9, 163.
https://doi.org/10.1186/s13071-016-1447-z

Zielke, D. E., Werner, D., Schaffner, F., Kampen, H., & Fonseca, D. M. (2014). Unexpected patterns of
admixture in German populations of Aedes japonicus japonicus (Diptera: Culicidae)
underscore the importance of human intervention. PloS One, 9(7), €99093.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0099093

63



Chapitre lll. Caractérisation des

capacités de dispersion d’Ae. japonicus.

Une utilisation d’un flight mill pour I’étude en conditions contrdlées.

Introduction

L'un des points clef de la définition d’'une espéce invasive est sa présence en dehors de son
aire de distribution d’origine, ce qui signifie qu’elle s’est dispersée, intentionnellement ou non,
en dehors de celle-ci. La dispersion des espéces invasives et la diffusion des maladies
vectorielles associées sont donc deux domaines de recherche importants et étroitement liés

entre eux.

Deux facteurs entrent en jeu en ce qui concerne le déplacement des vecteurs : la dispersion
active et la dispersion passive (Verdonschot and Besse-Lototskaya 2013). La dispersion active
est réalisée par imagos ailés, qui utilisent leurs ailes pour leurs déplacements, en particulier
journaliers (recherche de partenaires, d’hotes, de sites de ponte ou de repos). La dispersion
passive quant a elle est par définition non-intentionnelle, et correspond au transport des
moustiques, quelques soit leur stade de vie, par le vent ou les transports humains. Lexpansion
des aires de distribution des vecteurs est donc liée a ces deux types de dispersion, mais
également aux conditions environnementales (climat et paysage) et a la physiologie de
I'espéce (biologie, age, statut reproductif, réserves énergétiques).

Létude des capacités de vol et des divers facteurs pouvant les influencer est donc
importante pour comprendre comment les vecteurs se déplacent et avec eux leurs
pathogenes. Ces capacités de vol peuvent étre observées in situ ou déterminées

expérimentalement au laboratoire a I'aide de divers dispositifs comme le flight mill.

Depuis 2013 (Krebs et al. 2014), Ae. japonicus est détecté dans le nord-est de la France, et
son aire de distribution ne fait que progresser. Lacquisition de ses capacités de vol est donc un

moyen de comprendre sa dispersion. Nous étudierons ici les capacités de vol de ce moustique
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en laboratoire a I'aide d’'un flight mill. De plus, nous examinerons |'effet de I'dge sur les

parameétres étudiés, i.e. distance, durée de vol et vitesse.

Matériel et méthodes

Des larves d’Ae. japonicus ont été collectées sur le site d’étude de Reichstett (Bas-Rhin,
France) et ont été élevées jusqu’a I'émergence des adultes. Les larves sont élevées a une
densité d’environ 100 individus dans des bacs de 26cm x 35cm x 8cm, contenant 2L d’eau a
température ambiante, avec un bulleur fonctionnant 30 minutes toutes les 2 heures. Elles sont
nourries tous les 2 jours avec des croquettes pour chat. Lors de la nymphose, les nymphes sont
transférées dans des cages a émergence « breeders » a une densité maximale de 10 individus.
Les femelles sont gardées captives dans ces breeders a une température de 25,1°C + 1,8°C et

une humidité relative de 64 + 4%.
Un dispositif de flight mill a été fabriqué. Il est composé d’une partie statique réalisée en
aimants néodynium. Le balancier, ou est collé le moustique, est lui en fibre optique.

Chaque femelle d’Ae. japonicus est anesthésiée au froid, puis est collée a un morceau de
fibre optique qui est lui-méme rattaché au balancier, suivant un protocole précis (figure 14).
Une caméra reliée a un micro-ordinateur (Raspberry Pi) est utilisée pour filmer I'individu.

Lorsque le moustique cesse de voler, il est stimulé.
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Steps

Anaesthesia n=143

|

A

|

B Glueing
10 minutes
A4
C Sugar feeding

10 minutes

Y
D Resting
A

I

10 minutes
y

E | Start of video recording | n=133

y

Flying —
When flight stopped l

No flying

i > 5 rotation
Maximum

10 times*

< 5 rotation

After 10 times

| End of video recording | n=133

Video not used for
< 2 minutes analysis

Duration of continuous flight I—

n=285

The behaviour « flying » correspond to a continuous flight of more than 5 revolution (also call rotation) of the arm of the flight mill

* Or 10 minutes when there is no flight behaviour since the beginning.

Figure 14. Diagramme du protocole d’enregistrement du vol sur flight mill. Une femelle est
anesthésiée au froid pendant 10 minutes, puis collée sur un morceau de fibre optique. Aprés 10
minutes, un repas de sucrose est proposé pendant 10 minutes, puis la femelle est laissée au repos
avant le début de I’enregistrement vidéo. La femelle est considérée comme ayant un comportement
de vol lorsqu’elle fait plus de 5 rotations sur le flight mill. Si la femelle ne présente pas un
comportement de vol pendant les 10 premiéres minutes, la vidéo est stoppée. Si elle présente un
comportement de vol, la vidéo sera stoppée lorsque la femelle aura volé jusqu’a épuisement, c’est-
a-dire apres 10 stimulations.

Les vidéos obtenues sont analysées par les logiciels ToxTrac (Rodriguez et al., 2018) et
BORIS (Friard & Gamba, 2016) afin de déterminer la distance, la durée et la vitesse du vol de

chaque individu.

Trois groupes formés chacun de 16 femelles sont constitués selon I'age des femelles :

moins de 48heures, de 6 a 8 jours et de 13 a 15 jours.
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Résultats

Lensemble des résultats obtenus sont présentés sous la forme d’un article publié dans
le journal Journal of Insect Science.
Krupa E., Gréhal A-L., Esnault J., Bender C. and Mathieu B. Laboratory evaluation of flight
capacities of Aedes japonicus (Theobald, 1901) (Diptera: Culicidae) using a flight mill device.

Journal of insect science. Submitted.

Les résultats principaux sont repris dans le résumé graphique suivant (Figure 15).

Protocol 'é Aedes japonicus

Video analysis

Distance of flight: Duration of flight:
11.4km 6h34
o 1.9km Smin 14h37
Min Moy Max Min Moy Max

Figure 15. Résumé graphique de l'article. La partie supérieure montre le protocole appliqué sur les
femelles d’Ae. japonicus. La partie inférieure présente les principaux résultats sur la distance et la

durée de vol de ce moustique.

Synthése et perspectives

La durée de vol enregistrée varie de 5 minutes 37 secondes a 6 heures 34 minutes 56
secondes. Par cette étude, il a été observé que les femelles d’Ae. japonicus peuvent voler en
moyenne 1,98km. Ce chiffre est a relativiser par rapport a la grande variabilité individuelle
(distance minimale enregistrée : 43 meétres, distance maximale : 11,46 kilométres, médiane :

438 metres).
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L'dge n’a pas été un facteur discriminant concernant les capacités de vol chez les femelles
jusgu’a 16 jours post-émergence.

L'utilisation du flight mill a permis d’obtenir des notions de capacités de vol maximales,
le moustique étant obligé de voler jusqu’a épuisement selon le protocole présenté
précédemment. Au démarrage de cette these, cette utilisation du flight mill avait été pensée
pour étre réalisée en paralléle avec une étude du comportement de vol. Cette derniére,
utilisant de I'imagerie 3D, nous aurait permis d’étudier le comportement de vol dans une
optique temporelle, et ainsi estimer le budget-temps consacré notamment a la dispersion. Le
design de I'expérience a été réalisé, mobilisant une cage spécifiquement congue, ainsi que 2
caméras (Pi NolR) et les lumieres additionnelles. Les études préliminaires n‘ont cependant pas
pu aboutir. En effet, le logiciel de tracking (TroxTrac) sélectionné ne détectait, dans I'immense
majorité, pas le ou les moustiques présents sur les vidéos prises. La miniaturisation du
dispositif aurait entrainé des biais trop importants, I'insecte aurait été trop contraint dans son
vol pour étre représentatif de son comportement naturel. Lanalyse par un ou plusieurs
observateur(s) sans recours a |'utilisation d’un logiciel de tracking aurait quant a lui nécessité
énormément de temps, et aurait souffert de non reproductibilité, et aurait pu manquer de

sensibilité pour I'étude des trajectoires de vol des individus étudiés.

Les matériaux utilisés pour la construction du flight mill (fibre optique et aimants
néodynium) ont été sélectionnés pour répondre a deux besoins : réduire les frictions d’air,
génératrices de forces de frottements et réduire le poids a entrainer par le moustique lorsqu’il

fait tourner le balancier.

Nous avons montré que I'dge n’avait pas d’effet sur les capacités de vol. En revanche
nous pouvons distinguer deux groupes de femelles, des faibles volants et des volant de plus

grande capacité.

La dispersion d’Ae. japonicus est considérée comme active dans les zones colonisées
(Miller et al., 2020; Seidel et al., 2016), avec des individus pouvant voler en moyenne 1,6
kilomeétre (Verdonschot & Besse-Lototskaya, 2014), bien que cette derniére valeur provienne
d’une citation erronée de Moberly et al. (2005) sur une étude de Fonseca et al. (2001). Nos
résultats concordent avec ce type de dispersion puisque 37,5% des femelles testées ont volé

plus de 1,9 kilométre, avec un maximum enregistré de 11,4 kilométres.
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En utilisant la méthodologie appliquée a d’autres études qui consiste a éliminer les
femelles ayant volé moins de 500 metres (Kaufmann et al.,, 2013), Ae. japonicus vole en
moyenne 3860 metres, ce qui est supérieur a d’autres espéces comme Ae. albopictus ou

Ae. aegypti.

Les données obtenues sont a relativiser. En effet, nous sommes dans des conditions
particuliéres, a savoir en laboratoire et le vol est enregistré jusqu’a épuisement du moustique.
Des expériences de capture-marquage-recapture permettraient de mieux caractériser ces
capacités en conditions naturelles. Cependant nos résultats sont importants et pourront étre

pris en compte lors du design de futures expériences.
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Abstract

Dispersion expands the distribution of invasive species and as such, it is a key factor of the colonization process.
Aedes japonicus japonicus (Theobald, 1901) is an invasive species of mosquito and a vector of various viruses. It
was detected in the northeast of France in 2014.The population of this species can expand its distribution by several
kilometers per year. However, though flight capacities play an active part in the dispersion of Ae. japonicus, they
remain unknown for this species. In this study, we investigated the flight capacities of Ae. japonicus in a laboratory
setting using the flight mill technique. We evaluated the influence of age on flight. We recorded videos of individual
flights with a camera mounted on Raspberry Pi. We extracted data on distance, duration, and speed of flight using
the Toxtrac and Boris software. Our analysis showed a median flight distance of 438 m with a maximum of 11,466
m. Strong flyers, which represented 10% of the females tested, flew more than 6,115 m during 4 h and 28 min at a
speed of 1.7 km per h. As suspected, Ae. japonicus is a stronger flyer than the other invasive species Aedes albopictus
(Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae). To our knowledge, this is the first flight mill study conducted on Ae. japonicus and
therefore the first evaluation of its flight capacity. In the future, the flight propensity of Ae. japonicus determined in

this study can be included as a parameter to model the colonization process of this invasive vector species.

Key words: dispersion, mosquito, vector, age

Aedes japonicus japonicus (Theobald, 1901), also known as the East
Asian bush mosquito, is an invasive species native to eastern Asian
countries (Tanaka et al. 1979). This species invaded the United States
of America in 1998, mainly via passive dispersal, through the trade
of used tires (Andreadis et al. 2001).

Europe is also concerned by the spread of this mosquito since it
was first detected in 2000 in France (Schaffner et al. 2003) and then
in 2002 in Belgium (Versteirt et al. 2009). The East Asian bush mos-
quito then colonized Austria, Bosnia-Herzegovia, Croatia, Germany,
Hungary, Italia, Lichtenstein, Luxembourg, the Netherlands, Serbia,
Slovenia, and Spain (Becker et al. 2011, Kampen et al. 2012, Ibafiez-
Justicia et al. 2014, Kampen and Werner 2014, Seidelet al. 2016a,
b; Eritja et al. 2019, Robert et al. 2019, Schaffner and Ries 2019,
Janssen et al. 2020). The presence of Ae. japonicus was recorded
in 2013 in the northeast of France (Krebs et al. 2014). Its distribu-
tion seems to follow an east to west axis as it was previously de-
tected in Germany in 2008 (Becker et al. 2011, Kampen et al. 2012,
Kampen and Werner 2014). Thus, the distribution of Ae. japonicus
has greatly expanded geographically since it was first detected in
Europe, suggesting great capacities of dispersal.

In addition to its invasive status, Ae. japonicus is also a potential
vector of chikungunya, dengue, Japanese encephalitis, Saint Louis
encephalitis, or West Nile virus (Rodhain 2008). Studying the flight
capabilities of invasive vector species improves the understanding
of their colonization process and the associated spread of vector-
borne diseases. The expansion of species distribution is driven by
the dispersal mechanisms and capacities of species. These are either
passive or active means of dispersal (Wilkerson et al. 2021). Passive
dispersal, for example, unintentional dispersal by wind or human
transport, is one of the common ways which leads to the introduc-
tion and propagation of invasive species in new areas (Service 1980,
Crowl et al. 2008). On the other hand, active dispersal involves daily
behaviors, such as active flying to reach suitable breeding or resting
sites, to mate in swarms, to seek sugar sources or hosts (Service 1997,
Verdonschot and Besse-Lototskaya 2014, Wilkerson et al. 2021).

Active dispersal of mosquitoes can be assessed in multiple ways,
either in the field or in the laboratory, each method having its ad-
vantages and drawbacks. The most frequent method uses the Mark-
Release-Recapture (MRR) technique. This technique consists of
marking, with mostly fluorescent dyes, adult mosquitoes previously
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collected in the field or reared in the laboratory. Marked individuals
are then released in a specific place in the study area around which
traps have been installed in order to recapture them at different dis-
tances from the release point. Used in the field, MRR requires a strict
experimental design to maximize the success of the recapture rate.
Moreover, due to the inherent variability of field conditions, there is a
lack of repeatability (Marini et al. 2010). The results of MRR experi-
ments can be influenced by landscape structure, vegetation, meteoro-
logical conditions as well as other factors (Service 1997, Kerkow et al.
2019, Wilkerson et al. 2021). The physiology of mosquito species and
their host preferences are parameters known to interfere with their be-
havior and therefore their active dispersal (Service 1997, Tsuda et al.
2008). Invasive vectors other than Ae. japonicus have been investigated
through this MRR technique. For example, a MRR study in Australia
on Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) adults reared
from a colony, powder-marked the mosquitoes in the laboratory before
releasing them. The individuals were then recaptured using sticky traps
(Muir and Kay 1998). A similar method was used on Ae. albopictus
in Italy, but females were reared from wild eggs collected through a
network of ovitraps (Marini et al. 2010). More recently, a MRR study
using self-marking units marked mosquito adults with fluorescent pig-
ments during the emergence process. Thus, all the steps (mark, release,
and recapture) were done in the field (Vavassori et al. 2019).

Laboratory experiments under controlled conditions are the first
step to reduce the variability of flight measurements and to evaluate
the influence of a limited number of factors. A common experi-
mental design is tethered flight techniques, which have been used for
more than 50 yr (Minter et al. 2018). Several devices to study flight
capacities exist, such as wind tunnels, free flight chambers, and teth-
ered flight systems, also referred to as rotational flight mills (Minter
et al.2018).

A rotational flight mill is a device composed of a rotational part,
on which the insect is hung by the back of its thorax with an adhe-
sive, and a static part (Minter et al. 2018). In order to reduce fric-
tion forces, the static part of the flight mill is generally composed of
either sapphire bearings (Rowley et al. 1968) or magnets (Martini
et al. 2014). Due to the tarsal reflex phenomenon (Rowley et al.
1968), the mosquitoes are compelled to fly when solid surfaces are
removed from under their legs. Thus, the rotational flight mill can
be set in motion and the flight can be recorded by infrared, light
or magnetic sensors, or by video (Minter et al. 2018, Spitzen and
Takken 2018). Flight propensity (distance, duration, and velocity)
can be assessed by tethered flight under laboratory conditions to
test several parameters, physiological or environmental, which could
influence flight behavior (Minter et al. 2018). Flight mill studies
have been conducted on various insect species such as bumblebees
(Hymenoptera) (Kenna et al. 2019), beetles (Coleoptera) (Attisano
et al. 2015), or various true bugs (Heteroptera) (Martini et al. 2014,
Hahn et al. 2017), including vectors like black flies (Simuliidae)
(Diptera: Simuliidae) (Stanfield and Hunter 2010) or kissing bugs
(Triatominae) (Heteroptera: Triatominae) (Castro et al. 2014).
Regarding mosquitoes (Culicidae), the flight capacity of many species
has been evaluated using flight mill devices: Culex tarsalis (Coquillett,
1896) (Rowley 1970), Aedes vexans (Meigen, 1830) (Briegel et al.
2001b), Anopheles gambiae (Giles, 1902) (Kaufmann and Brown
2008), Anopbheles stephensi (Liston, 1901) (Schiefer et al. 1977), Ae.
albopictus (Briegel and Timmermann 2001) and Ae. aegypti (Rowley
and Graham 1968, Briegel et al. 2001a, Bargielowski et al. 2012).
However, to our knowledge, there is a significant lack of knowledge
on the dispersal capacities of the East Asian bush mosquito, Ae.
japonicus, both in the field (e.g. MRR) and under laboratory settings
(e.g. flight mills).

In this study, we investigated for the first time the flight capabilities
of Ae. japonicus using a rotational flight mill under controlled labora-
tory conditions. First, we combined the flight mills used in previous
studies to optimize the design of our device in order to minimize both
the friction forces and the weight carried by the mosquitoes. Then, we
used the flight mill to record the time, the distance, and the speed of
flight of Ae. japonicus females according to their age.

Material and Methods

Mosquito Collection

Larvae of Ae. japonicus were collected from Reichstett, a city located
approximately 7 kilometers north of Strasbourg (48.64°N, 7.75°E).
The area consisted of a mixture of forest and family gardens bor-
dering a residential area and a cemetery. Larvae were collected from
various artificial containers such as rain barrels, plastic buckets, or
outdoor bathtubs from the end of July to mid-October. The larvae
were then reared to adults in mosquito breeders (Bioquip, Rancho
Dominguez, CA). These breeders consisted of two polystyrene jars
screwed to a central plastic lid. These contained a vinyl funnel through
which emerging adults flew from the bottom jar (water sample with
larvae and pupae) into the upper jar. After emerging, adults of nul-
liparous and nonblood-fed females were grouped according to age.
Age categories were defined as 0, 1, and 2-wk-old, and correspond
to females aged 1, 7, and 14 d old, respectively. As emergence was
reported once per day, a 24-h period before and after these thresh-
olds was selected. Accordingly, group A consisted of mosquitoes who
had emerged early, up to 48 h. Mosquitoes aged 6 to 8 d were in-
cluded in group B while mosquitoes aged 13 to 15 d were included in
group C. Females were reared in groups of maximum 10 individuals
in breeders, at constant temperature (25.1°C = 1.8) and constant rela-
tive humidity (64 = 4 %) and fed on a 10% sugar solution.

Flight Mill Device

To minimize friction force, we combined previous designs (Martini
et al. 2014, Attisano et al. 2015) to build a new flight mill. Our de-
sign used a magnetic system and optic fiber as super light materials
(Fig. 1). The magnetic bearing was made of two cylindrical parts made
of plastic, each with two glued neodymium magnets N42 (Master
Magnetics Inc., Castle Rock) at the tip. A 11-cm-long midsection piece
of optic fiber was glued perpendicularly to the tip of an entomological
pin (size 2). At each end of the optic fiber, an extra piece measuring
1 cm was added parallel to the entomological pin. This assemblage be-
tween both magnets served to stabilize the pivoting arm of the device.
Prior to the experiment, 35 females of Ae. japonicus were weighed
together in triplicate (20 mg = 1) to determine the weight of the neces-
sary counterpart made of optic fiber for a single mosquito. Given that
a piece of optic fiber measuring 1 cm is used to glue the mosquitoes to
the pivoting arm, and considering the weight of a female Ae. japonicus
(0.57 mg), the counterpart was determined to be a 2-cm-long piece of
optic fiber. Half of the pivoting arm was colored in black to improve
the sensitivity of the automatic detection of the camera system.

The mosquito was glued by the thorax to a 1-cm-long optic fiber
with wood glue (Pritt, Henkel France S.A.S, Boulogne Billancourt,
France). The fiber was subsequently bound to the pivoting arm using
a piece of self-adhesive paper. The absence of toxicity of the wood
glue on the lifespan of mosquitoes was evaluated beforehand by
gluing a piece of optic fiber on the thorax and freeing the mosqui-
toes in rearing cages. No difference in the mortality of adults was
observed between the mosquitoes with wood glue and without glue
for 48 h (Supp Table 1 [online only]).
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Left panel: Flight mill device

1. Cylindrical plastic

2. N42 neodymium magnets (x2)
3. Optical fiber

4, Self-adhesive paper

5. Position of the mosquito

6. Entomological pin

Fig. 1. Flight mill system.

Video Recording of Mosquitoes

The flight of mosquitoes was recorded by a PiNoiR Camera v2
(Raspberry Pi Foundation, Cambridge, England) mounted on a
Raspberry Pi3 model B+ (Raspberry Pi Foundation). Temperature
and humidity were recorded at the beginning of the flight.

The diagram of the complete protocol, from mosquito prepar-
ation to video recording, is represented in Fig. 2. Mosquitoes were
anesthetized on a cool box filled with ice for 15 min and glued ac-
cording to the protocol described above (Fig. 2—steps A-B). After
10 min to let the glue dry, a 10% sucrose solution was proposed to the
mosquito using soaked cotton for another 10 min (Fig. 2—step C).
The mosquito was eventually left to rest for 10 more min
(Fig. 2—step D).

Before the flight, the relative volume of the abdomen, corres-
ponding to an approximation of sugar intake, was recorded based
on a scale ranging from 1 to 4: one corresponds to no sugar intake
(empty abdomen), and four, a maximal sugar intake (full abdomen).

Nulliparous females were tested under constant light condition
(L:D 14:10) at a temperature ranging between 21.4°C-28.8°C, and
RH of 56-74%, both parameters being recorded before the flight.

After the 10 min resting step, the pivoting arm attached to the
mosquito was placed between the magnetic bearings. Removing the
supporting structure from the legs triggered the flight reflex (Rowley
et al. 1968) and the female was compelled to fly until exhaustion.
Video recording started as soon as the flight began. One video file
was generated per individual (Fig. 2—step E). Stimulation, to en-
hance flight reflex, was performed with a piece of plastic which was
quickly put under the legs of the mosquito and removed.

Video Analysis

A total of 48 videos lasting longer than 10 min, in which the mosqui-
toes flew for at least 2 min, were analyzed. For each individual, parts
of the video with more than 2 min of continuous flight were analyzed
with a video tracking software, ToxTrac (Rodriguez et al. 2018).
The software gave the duration and distance of flight. However, the

Right panel: Details of a mosquito attached on the flight mill
7. 1cm piece of optic fiber

8. Mosquito attached (Aedes japonicus)

;

10 minutes

C Sugar feeding

10 minutes

:

10 minutes

E I Start of video recording I n=133

When flight stopped

- > 5 rotation
Maximum
" 10 times*
< 5 rotation
—@lation
After 10 times
End of video n=133
recording
MDI Video used for analysis I" =48
Duration of continuous 1
flight | Video not used for |" -85
<2 minutes | analysis

Fig. 2. Diagram of the recording protocol of the flight mill experiment. The
« flying » behavior was determined as a continuous flight for more than 5
revolutions of the pivoting arm.The « no flying » behavior was determined in
the case of either more than 10 stimulations or 10 min without flying.

ToxTrac software had difficulty in detecting and analyzing mosquito
flight for continuous flights lasting less than two minutes. These oc-
curred frequently because stimulations were required and disrupted
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the tracking. Therefore, all video segments were also analyzed manu-
ally under the BORIS software (Friard and Gamba 2016). The dur-
ation of flight and the number of turns were collected. The distance
was calculated based on the number of turns and the length of the
optic fiber of the pivoting arm, as the flight of the mosquito was
limited to a circle with a perimeter of 34.54 cm in length. Videos
analyzed under BORIS and ToxTrac were summed per individuals.
The average speed was calculated as the ratio between distance and
duration.

Data of duration of flight (in seconds ‘s’), distance (in meters ‘m’),

and speed (in meters per seconds ‘m.s™”) were analyzed for each spe-
cimen, according to its age (Group A, group B, group C). Each group

was represented by 16 females at the end of the study.

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed with the R language
(R Development Core Team 2009). Two-tailed tests were performed
with error type I o = 5%. Mean and median results were expressed
as mean = standard deviation (SD) or as median = interquartile
range (IQR).

Video selection regarding temperature, humidity, and sugar
feeding were analyzed with Wilcoxon-Mann-Whitney tests.

Flight parameters were analyzed for each group of females with
Kruskall-Wallis tests.

Factor Analysis of Mixed Data (FAMD) was used to analyze cor-
relation between flight propensity of mosquitoes (duration, distance,
and speed), age, temperature, and relative humidity as well as the
group and sugar intake.

Results

In total, 143 females were anesthetized and 133 successfully achieved
the flight protocol. Ten specimens were unable to fly when placed on
the device due to problems during the gluing step. These were either

Video removed from analysis
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caused by a lack of anesthesia which led to the presence of glue on
the wings (7 = 6), or by a lack of glue that allowed the specimen to
fly away (1 = 4). Among the 133 videos, 85 were not used for ana-
lysis since: (i) the mosquito showed no flight behavior during 10 min
despite stimulations; or (ii) the mosquito showed a minimal flight
propensity that was not adapted for analysis due to a high number
of human interruptions to stimulate the mosquito during the 10-min
period. Therefore, flight parameters (distance, duration, and speed)
were determined based on a total of 48 videos, each group (A-C)
being represented by 16 videos.

Neither temperature (W = 2344, P = 0.5337) nor humidity
(W =2331.5, P = 0.4998) had an impact on the selection of the
chosen videos (Fig. 3—A). Sugar feeding, corresponding to the in-
take of sugar solution prior to flight, was not a factor in the selection
of videos either (W = 2354, P = 0.4172) (Fig. 3—B).

FAMD appeared to show discrimination between groups but
the percentage of variance was too low to be significant (less than
50%: dimension 1 = 23.1%; dimension 2 = 20.9%). This observa-
tion was confirmed by the independent Kruskal-Wallis test which
showed no difference between the three groups regarding speed
(df = 2; %% = 1.1985; P = 0.5492), duration (df = 2; %> = 0.24691;
P = 0.8839) nor distance (df = 2; x> = 0.39207; P = 0.822) (Fig. 4).
Therefore, the data collected for each female, whatever its group,
were merged (n = 48) for further analysis. Table 1 gathered the main
characteristics of flight propensity for the whole dataset (n = 48).
On average, half of the females flew 438 m, in 28 min, at a speed
of 1,120 m.h™. We recorded a maximum flight distance of 11,466
m, lasting 6 h 35 min, for a single female aged 7 d after emergence,
fully engorged with sugar at 24.2°C and 60% RH. Regarding speed,
a maximum of 2,300 m.h™! was recorded for an older female aged
15 d after emergence, at 27.7°C and 62% RH, for a flight lasting
14 min, though her sugar feeding score was 2 out of 4. In contrast,
we recorded a minimum flight of 5 min 37 s, for a distance of 43.09
m, for another female aged 6 d after emergence, at 23.7°C and 72%
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Fig. 3. Influence of temperature, humidity and sugar feeding on video selection. None of these parameters were significant.
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Fig. 4. Distance, time and speed of Ae. japonicus flight. Groups are set according to the age of females. Group A consisted of females aged 24 to 48 h after
emergence. Group B is composed of females aged 6 to 8 d old while group C includes females aged 13 to 15 d old.

Table 1. Flight propensity of female Ae. japonicus

n =48 Duration of flight Distance (m) Speed

(s/ h:m:s) (m.h7h)
Minimum 337/ 00:05:37 43 107
Maximum 23,696/ 06:34:56 11,466 2,303
Mean 5,838/ 01:37:18 1,980 1,129
Standard-deviation 6,510/ 01:48:30 2,708 468
First quartile 916/ 00:15:16 243 839
Median 1,674/ 00:27:54 438 1,123
Third quartile 9,243/ 02:34:03 2,627 1,428
90% 16,062/ 04:27:36 6,155 1,740

RH, which had badly fed on sucrose (1 out of 4 on the sugar feeding
scale). The slowest mosquito, aged 15 d after emergence, flew at 10.7
m.h™" on average during 2 h 5 min, with a 3 out of 4 sugar feeding
score, at 24.1°C and 63% RH.

Data of distance, duration, and speed were plotted and sorted
according to ascending order to visualize the capacities of each
individual (Fig. 5). With regards to the general shape of the data,
distance and duration showed an exponential-like tendency sug-
gesting a great variation between weak flyers and specimens exhib-
iting great dispersal capacities. On the contrary, speed grew linearly,
highlighting the correlation between distance and duration of flight.
Regarding females with stronger capacities, 10% of females flew:
(i) more than 6,155m, (ii) during 4 h 28 min and, (iii) at a speed of
1,700 m.h™! (greyish areas in Fig. 5). In order to compare our results
for distance with other species, we plotted the mean distance of flight
of Ae. japonicus from this study and those available for various spe-
cies also found in the northeast of France (Briegel et al. 2001a, b;
Bargielowski et al. 2012, Kaufmann et al. 2013, Verdonschot and
Besse-Lototskaya 2014) (Fig. 6). We plotted the average flight re-
corded by the flight mill devices, despite the fact that the various
studies did not use the same protocol (variation of data recorded,

variation of threshold between the analyzed specimens, or duration
of observations). The selected species showed flight capacities ran-
ging between 50 m and almost 10 km. Many Aedes species, including
Ae. japonicus, flew less than 5 km.

Discussion

Though it has never been deeply investigated, Ae. japonicus is con-
sidered as an invasive vector mosquito capable of great capacities of
dispersal. This study evaluates for the first time the flight capacities
of Ae. japonicus females under laboratory conditions using a flight
mill device. The results showed a mean capacity of 1,980 m at 1,129
m.h™ and 10% of the females tested were able to reach more than
6,155 m at 1,700 m.h™". When removing the data of females flying
less than 500 m to fit the methodology of a previous flight mill study
on Ae. albopictus (Kaufmann et al. 2013), our results reveal that
Ae. japonicus is a stronger flyer than Ae. albopictus, with 3,860 m
(7 = 23) in comparison to 3,000 m, respectively.

Even though the number of females tested per group (7 = 16) is
relatively low, our results are still comparable with similar studies. In
comparison, the number of observations in the study of Bargielowski
et al. (2012) was represented by 21, 14, 26, 14, and 24 individuals.
Kaufman et al. (2013) also tested 20 females of Ae. albopictus per
condition, resulting in groups composed of 14 to 19 individuals in
the analyzed dataset.

Many authors have studied the flight capacities of mosquitoes
in past studies. These analyze cumulative flights over several hours
(16 h to 20 h) and therefore flight patterns are part of the data re-
corded (Briegel et al. 2001a,b; Bargielowski et al. 2012, Kaufmann
et al. 2013). We chose to record only the first flight until exhaustion,
therefore no flight pattern can be assessed. In addition, we chose
to remove females depending on their behaviors on the flight mill,
whereas many authors have used a distance of 500 m (Bargielowski
et al. 2012, Kaufmann et al. 2013) or 1,000 m (Briegel et al. 2001b)
as a threshold. Among the total of specimens tested, only 36.1%
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Fig. 5. Ascending data of flight propensity. For each parameter recorded, data of females are sorted in ascending order. The 50% and 90% values are plotted in
light grey for each parameter.
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Fig. 6. Comparison of flight capacities of Ae. japonicus and other species. Each solid bar represents the reported distance given by a specific study for a species,
meaning that a single species can be represented by multiple bars/studies. Both results from this study are shown in black, the asterisk corresponds to the mean
value obtained after removing females that flew less than 500 m. Data from the literature review of Verdonschot and Besse-Lototskaya (2014) are shown in light
grey. Additional data from previous flight mill experiments are shown in medium grey (Briegel et al. 2001a,b; Bargielowski et al. 2012, Kaufmann et al. 2013).

were used for analysis. This number is similar to another study on
Ae. aegypti (36.8%, ranging from 29.8% to 38.2% for the wild
type) (Bargielowski et al. 2012) but lower than the study of Briegel
et al. (2001b) on Ae. vexans (77.6%).

Flight mill flying behaviors usually differ from free flight behav-
iors (Attisano et al. 2015). Like other studies using rotational flight
mills, we took into account two major drawbacks to design our own
device. First, the mosquito on the device does not have to generate
the same lift required in free flight. As such, it is no longer required

to support its weight and this can artificially increase its dispersal
capacities (Minter et al. 2018). To minimize this effect, we chose
to add a counterpart, whose weight was similar to a mosquito, on
the arm of the rotational flight mill. Second, the mosquito needs to
produce enough energy to start moving the arm of the mill (Minter
et al. 2018). This energy was minimized in the present study by using
optical fiber as a super light material.

This methodology, which uses a flight mill device and controls
parameters in a laboratory setting, also has an influence on the
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reported distance. In the field, temperature and relative humidity in-
fluence flight capacities. Optimum flight activity has been evaluated
to be approximately at 27°C and 80% RH (Rowley and Graham
1968). Environmental factors can also influence the population
dynamics of vector species (Rodhain 2008). Climate change can
modify environmental conditions, which can lead to favorable con-
ditions for vector species and therefore to the spread of vector-borne
diseases (Duvallet 2015). Dispersal of vectors and pathogens is also
influenced by the migration of humans and the transport of mer-
chandise (Schaffner and Karch 2000, Duvallet 2015).

In the literature, mosquitoes are reported to fly between 50
m and 50 km, depending on the various conditions and species
(Verdonschot and Besse-Lototskaya 2014). Specimens of the Aedes
genus are generally classified as weak flyers (<50 m) or strong flyers
(>4,000 m) (Verdonschot and Besse-Lototskaya 2014). For example,
MRR studies on species within the Aedes genus reported a distance
of 55.6 m, while the distance increased to 12,441 m with the use
of a flight mill device (Verdonschot and Besse-Lototskaya 2014).
Ae. albopictus, another invasive species, was reported to fly 75 m in
an MRR study (Verdonschot and Besse-Lototskaya 2014) while in
others, adults regularly flew more than 250 m (Marini et al. 2010,
Vavassori et al. 2019).

Regarding the East Asian bush mosquito, Seidel et al. (2016b)
reported a migration of 100 km over the 7 yr of colonization of Ae.
japonicus in Hungary, corresponding to a dispersion of 14.3 km per
yr. More recently, another study conducted in Hungary from 2017 to
2018 showed that Ae. japonicus expanded its distribution northeast
by 180-200 km from the first locality recorded in 2012 (Saringer-
Kenyeres et al. 2020). This amounts to an estimated potential dis-
persion of 30-33 km per year. These results at the population level
make it impossible to distinguish between passive and active dis-
persal, and individual capacity. However, this study underlines the
great dispersal capacity of Ae. japonicus. Based on records made
by Eritja et al. (2021), Ae. japonicus distribution expanded around
3,000 km? per year during the 2018-2020 period in Spain. As these
authors suggested, natural dispersal is likely to happen through ri-
parian corridors rather than road corridors, though the means of
introduction of this species remain unknown. In Switzerland, results
from an ovitrap network also show great dispersal capacities for
Ae. japonicus between 2013 and 2018, and as suggested by the au-
thors, these results favor an active dispersal (Miiller et al. 2020). At
the individual level, it was reported that Ae. japonicus is capable
of flying an average maximum distance of 1.6 kilometers (Moberly
et al. 2005, Verdonschot and Besse-Lototskaya 2014). In their
meta-analysis of mosquito flight capacities (Verdonschot and Besse-
Lototskaya 2014), the authors reported that Ae. japonicus had cap-
acities of 1.6 km from Moberly et al. (2005) (Verdonschot, personal
communication). However, Moberly et al. (2005) cited this max-
imum distance erroneously when referring to the work of Fonseca
et al. (2001) though the latter did not mention such a distance in
their study. Comparatively, we found that 37.5% (18 out of 48) of
females flew well beyond this distance, with a maximum of 11,466
m, corresponding to almost seven times more. Though flight mill
conditions may artificially increase the range of dispersal, our study
shows that Ae. japonicus is capable of flying several kilometers,
which may explain its patchy distribution pattern.

The influence of age varies depending on the species. In an-
other flight mill study by Nayar and Sauerman (1973), mosquitoes
were tested individually twice a week during their life-span. Cx.
nigripalpus (Theobald, 1901) flew at 1 km per h during a 10 consecu-
tive week period, while Aedes sollicitans (Walker, 1856) (Diptera:
Culicidae) flew at 1.2 km per h during 5 consecutive weeks. In

another study by Rowley and Graham (1968), right after emergence,
females of Aedes aegypti flew less than 500 m in a flight mill. The
flight capacities of this species increased to 6,354 m 24 h after emer-
gence and the maximum flight capacity of Ae. aegypti was 9,108 m
for 2-wk-old females, followed by decreasing flight capacities until
the end of the experiment, at 6 wk. As such, the study of Rowley and
Graham (1968) showed that flight capacities increase during the first
two weeks and decline after. In addition, Rowley and Graham (1968)
reported a great individual variation in flight capacities after re-
cording a maximum distance of 17,392 m for Ae. aegypti. Like flight
distance, speed of flight in their study decreases after the mosqui-
toes are aged 2 wk. Our results for Ae. japonicus tend to be similar:
the maximal dispersal capacities were found for individuals which
were approximately 1 wk old. It would seem that postemerging fe-
males (aged less than 48 h) and older ones (approximately 2 wk old)
showed lower dispersal capacities, though this is not statistically
supported. Further investigations with a higher number of mosqui-
toes tested are required to confirm this difference. Furthermore, wing
abrasion is reported to be an age factor that reduces flight capaci-
ties, as shown in the species Mansonia titillans (Walker) (Diptera:
Culicidae) with specimens older than 6 wk (Nayar and Sauerman
1973). In the present study, we also observed wing abrasion on fe-
males aged 13 to 15 d which could explain the slight difference of
flight observed between these females and younger ones. Damaged
wings may reflect physiological decline as females get older. In our
study, wing abrasion may have been hastened by the contact with
the plastic walls of the breeders and the closeness of specimens with
each other. In addition, body size is known to influence dispersion,
as females with bigger wings show greater flight capabilities (Faiman
et al. 2020). In the present study, females exhibited a similar body
size and were reared in similar conditions, though specimens were
not measured. Recently, in thermal experiments, Reuss et al. (2018)
showed that wing-length of Ae. japonicus is correlated to body size.
Thus, future studies on Ae. japonicus whose objective is to investi-
gate the effect of body size on a biological trait could measure the
wing-length parameter, as it is a good estimate of body size.

The reproductive status, in particular the distinction between
blood-fed or gravid females, is also a parameter known to influence
dispersal. Huestis et al. (2019) captured four times as many females
than males, and 90% of them had taken a bloodmeal. Similarly,
Faiman et al. (2020) tested wild females on a tethered flight device,
and 92% of them were gravid. These authors reported that gravid
females showed a higher rate of flight activity than unfed females,
when sampling was enough to perform statistical tests. Laboratory
colonization of Ae. japonicus is reported to be complex, critical steps
include successful mating and blood-feeding (Williges et al. 2008;
Hoshino et al. 2010). When laboratory colonization was successful,
blood-feeding was performed on anesthetized animals (birds or
mice) during the first generations. In parallel to this study, we tried
to rear Ae. japonicus in laboratory though our attempts were un-
successful. Both mating and artificial blood-feeding (no anesthetized
animals available) were unsuccessful and therefore both gravid and
blood-fed conditions were not investigated in the present study.

Among the existing techniques to study flight dispersal, MRR has
the advantage of allowing the study of active dispersion in the field.
Due to the wide range of possibilities and dyes to mark specimens,
MRR makes it possible to study a high number of individuals and
several cohorts or species at the same time (Reisen et al. 2003). In
addition, to measure the effective distance flown from the release
point to the collection site, the direction, and the dispersal rate can be
evaluated with this technique (Cho et al. 2002, Russell et al. 2005).
However, the recapture percentage of MRR is low, and therefore
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many individuals need to be processed to compensate the low rate.
Moreover, though this technique is suitable for fieldwork, MRR is
sensitive to environmental conditions, and particularly wind which
plays a major role (Reisen et al. 2003, Verhulst et al. 2013). Recently,
a comparison study on CDC traps succeeded in determining a com-
bination of attractants used to increase the attractiveness of the
traps for collecting Ae. japonicus mosquitoes. This study offers a
useful tool that can be used in surveillance programs of this species
(Balestrino et al. 2016). This trapping methodology may be applied
in a future MRR study of Ae. japonicus to provide useful field data
on its dispersal capacities.

Temperature and species distribution are the usual parameters
used in models of population dynamics (Cailly et al. 2012, Tran et al.
2013) and to estimate dispersal capacities (Lutambi et al. 2013).
Models can be adjusted with various factors and used to predict
future distribution of Ae. japonicus (Cunze et al. 2019, Peach et al.
2019). Precision of these models increases when additional param-
eters such as wind, landscape (Kerkow et al. 2019), and life history
traits of the biological model (Wieser et al. 2019) are taken into
account. Whether obtained in field or laboratory conditions, data
on dispersal capacities are one of the parameters which should be
implemented in mathematical models to map the spread of invasive
species and make predictions. Future modeling studies can use the
flight capacity of Ae. japonicus reported in our study as an add-
itional parameter to improve the description of the colonization pro-
cess of this invasive vector species.

Supplementary material

Supplementary data are available at Journal of Insect Science online.
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Chapitre IV. Caractérisation des stades
immatures d’Ae. japonicus.

Focus sur les ceufs, leur diapause et la période de ponte.

Introduction

La période de ponte caractérise le moment ou les ceufs sont pondus au cours de l'année.
Elle permet de déterminer une partie de la période d’activité du moustique étudié. Stades
immatures et immobiles, chez les especes du genre Aedes, les ceufs sont pondus a l'interface
eau/air des divers gites de ponte. Ces ceufs peuvent présenter des caractéristiques propres a
I'espece (morphologie, ornementation de I'exochorion, résistance a la sécheresse, diapause,
...). lls introduisent la génération suivante et permettent aux populations de subsister d’année
en année. En effet, les ceufs éclosent en présence d’eau, permettant aux larves de se
développer dans I'eau libre jusqu’a 'émergence des imagos. Puisque pondus a sec, les ceufs
des especes du genre Aedes doivent survivre jusqu’a la prochaine immersion, qui peut
subvenir tardivement lors de sécheresse. Pour que les larves puissent compléter leur cycle de
développement, les conditions climatiques doivent étre favorables pendant la durée de ce
cycle de vie : les ceufs ne doivent donc pas éclore pendant la mauvaise saison, a savoir I'hiver
en région tempérée, ou le froid et I'absence d’eau libre ne seraient pas propice a la survie des

larves.

La dormance, qui correspond au ralentissement ou a l'arrét de l'activité métabolique, et en
particulier la diapause, qui est une dormance saisonniere sous controle génétique, peut étre
un atout pour la survie des especes d’une année a l'autre en zones tempérées. Bien que
fortement suspectée chez Ae. japonicus (Armistead et al., 2012; Day et al., 2021), elle n'avait

pas été démontrée formellement, ni caractérisée lors du démarrage de cette thése.

Nous proposons donc ici de nous intéresser a I'étude de la période de ponte et de la
diapause chez ce moustique en vue d’une meilleure connaissance de la biologie de cette

espéce en Alsace.
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Matériel et méthodes

Nous avons récolté des ceufs a I'aide de pieges pondoirs dans le Bas-Rhin (Alsace, France)
et particulierement dans un site d’étude situé dans la commune de Reichstett. Les ceufs ont
ensuite été comptabilisés et mesurés sous microscope. Un protocole permettant de distinguer
la quiescence (une dormance non saisonniere) de la diapause a été appliqué, incluant
plusieurs immersions dans I'eau. L'utilisation d’une solution décolorante (solution Trips) sur les
ceufs non éclos aprés immersion, a permis d’observer la présence ou I'absence d’embryon dans
I'ceuf ainsi que son stade de développement. Un modele prédictif est réalisé pour évaluer le

potentiel lien entre I'état de diapause et le volume de I'ceuf.

Résultats

Cette partie a été valorisée par l'article suivant, publié dans le journal Parasite en 2021 :
Krupa, Eva, Nicolas Henon, et Bruno Mathieu. 2021. « Diapause characterisation and
seasonality of Aedes japonicus japonicus (Diptera, Culicidae) in the Northeast of France ».

Parasite (Paris, France) 28: 45. https://doi.org/10.1051/parasite/2021045.

Les résultats principaux sont repris dans le résumé graphique suivant (Figure 16).
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Figure 16. Résumé graphique de I'article. Le profil saisonnier du nombre d’ceufs pondus est indiqué
en pointillés. laugmentation du taux de diapause et du volume des ceufs sont aussi indiqués a la
période de I'année correspondante. Le taux de diapause augmente jusqu’a 50% vers le mois de
Septembre pour atteindre 100% en Octobre. Seul le gradient jusqu’a 50% est montré, cette valeur
seuil étant importante pour déterminer la photopériode critique maternelle.

Les fichiers additionnels de cet article sont présentés en annexes 9 et 10.
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Synthése et perspectives

Au cours des deux années consécutives 2019 et 2020, 42 668 ceufs ont été collectés. La
période de ponte s’étale de fin Mai a fin Octobre/début Novembre selon les années étudiées.
Deux pics d’abondance ont été observés : un premier, important, en été (Juin a Ao(t) et un
second moins important, plus tard dans I'année en Octobre. Comparativement a 'espece
invasive Ae. albopictus, aussi présent en Alsace, la période de ponte d’Ae. japonicus est plus

large.

Les mesures morphométriques réalisées montrent que les ceufs font en moyenne 616 um
de long et 177 pum de large pour un volume de 10,1.103mm?3. Ces mesures tendent a
augmenter au cours de I'année, sans lien statistique clairement établit avec la diapause. Les
conditions environnementales locales sont une possible explication de cette différence en

impactant la taille des larves et donc des adultes produits.

Le taux de diapause observé dans les ceufs n’est jamais nul et varie selon la période de
I'année. Deés le printemps, quelques ceufs (10% de la ponte en moyenne) présentent d’ores et
déja un phénotype de diapause. Ce taux augmente lentement jusqu’au mois d’Ao(t, et croit
rapidement jusqu’a atteindre 100% en Octobre. La photopériode critique maternelle, qui
correspond a la durée du jour qui induit, chez les femelles photosensibles, 50% d’ceufs

diapausants dans la ponte, est estimée entre 13h14 et 13h31.

Cette étude est la premiére a démontrer formellement la diapause des ceufs
d’Ae. japonicus en la distinguant de la quiescence. De plus, il a été montré que le taux de
diapause augmente au cours de la saison de ponte. La photopériode est connue pour étre un
facteur essentiel dans I'induction de la diapause : le patron observé chez Ae. japonicus, avec
un faible taux d’ceufs diapausants dés le printemps, suggere que d’autres facteurs pourraient
jouer en synergie avec la photopériode. L'un d’eux pourrait étre la température. Dans sa zone
d’origine, ce moustique peut également passer les températures froides sous forme de larves,
démontrant une grande plasticité dans ses stratégies d’hivernages. La diapause dés le début
du printemps pourrait suggérer que l'espéce n’est pas encore adaptée totalement aux

conditions locales.

Si d’autres études se sont intéressées a I'induction de la diapause (Bova et al., 2019), sa
durée et sa levée restent encore a investiguer. Le mécanisme de la diapause, connu chez

d’autres especes de moustiques, est également un point d’intérét pour de futures études. En
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effet, la diapause est un élément clef et un véritable atout dans le maintien de I'espéce en zone
colonisée. Ces ceufs pourraient étre ciblés dans de futures méthodes de lutte contre cette

espece invasive, tout comme les femelles soumises aux stimuli d’induction de la diapause.

Cette étude peut servir de comparaison pour l'étude de la photopériode critique
maternelle. Nous l'avons estimée par des données de terrain, mais des expériences
complémentaires en conditions contrélées a I'aide de chambres climatiques pourraient étre

plus exhaustifs et permettraient également de mesurer I'influence des températures.
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Abstract — The invasive mosquito Aedes japonicus japonicus (Theobald, 1901) settled in 2013 in the Alsace region, in
the northeast of France. In this temperate area, some mosquito species use diapause to survive cold winter temperatures
and thereby foster settlement and dispersal. This study reports diapause and its seasonality in a field population of
Ae. japonicus in the northeast of France. For two years, eggs were collected from May to the beginning of November.
They were most abundant in summer and became sparse in late October. Diapause eggs were determined by the presence
of a fully developed embryo in unhatched eggs after repeated immersions. Our study showed effective diapause of
Ae. japonicus in this part of France. At the start of the egg-laying period (week 20), we found up to 10% of eggs under
diapause, and this rate reached 100% in October. The 50% cut-off of diapause incidence was determined by the end of
summer, leading to an average calculated maternal critical photoperiod of 13 h 23 min. Interestingly, diapause was
shown to occur in part of the eggs even at the earliest period of the two seasons, i.e. in May of each year. Even though
we observed that the size of eggs was positively correlated with diapause incidence, morphology cannot be used as the
unique predictive indicator of diapause status due to overlapping measurements between diapausing and non-diapausing
eggs. This study provides new knowledge on diapause characterisation and invasive traits of Ae. japonicus.

Key words: Aedes japonicus japonicus, East Asian bush mosquito, Egg, Diapause, Morphology, France.

Résumé — Caractérisation de la diapause et saisonnalité d’Aedes japonicus japonicus (Diptera, Culicidae) dans le
nord-est de la France. Aedes japonicus japonicus (Theobald, 1901), un moustique invasif, s’est installé en 2013, en
Alsace, dans le nord-est de la France. Dans une telle région tempérée, certaines especes de moustiques ont recours a
la diapause pour survivre aux températures froides de I’hiver, ce qui favorise donc 1’établissement et la dispersion de
ces especes. Cette étude montre le phénomeéne de diapause et la saisonnalité d’une population sauvage
d’Ae. japonicus dans le nord-est de la France. Pendant deux ans, les ceufs ont été collectés de mai a début novembre.
Ils étaient plus abondants durant 1’été et plus rarement présents en octobre. Les ceufs diapausants ont été déterminés
par la présence d’un embryon entiérement développé dans les oeufs non éclos aprés des immersions répétées. Notre
étude a mis en évidence une diapause effective d’Ae. japonicus dans le nord-est de la France. Au début de la période
de ponte (semaine 20), jusqu’a 10 % des ceufs a été trouvé a 1’état de diapause et ce taux atteint 100 % en octobre.
Un taux de 50 % de diapause a été atteint a la fin de 1’été, amenant a une photopériode critique maternelle calculée
de 13 heures 23 minutes en moyenne. De fagon intéressante, il a ét€ montré que la diapause se produisait chez une
partie des ceufs, et ce méme des le début des deux saisons, en mai de chaque année. Bien que nous ayons observé
que les mesures des ceufs étaient positivement corrélées avec le taux de diapause, la morphologie des ceufs seule ne
peut pas étre utilisée comme unique indicateur de prédiction du statut de diapause, a cause d’un chevauchement des
mesures entre les ceufs diapausants et non diapausants. Cette étude offre de nouvelles connaissances sur les
caractéristiques de la diapause et sur les traits d’invasion d’Ae. japonicus.

Introduction

The East Asian bush mosquito, Aedes japonicus japonicus
(Theobald, 1901), is native to eastern Asian countries like
Japan, Korea and China [48] and has colonised the world

*Corresponding author: e. krupa@unistra. fr

mainly through trade in used tyres [32]. This invasive mosquito
began spreading in the United States in 1998 [1] and started to
colonise Europe two years later, in 2000 [39]. Nowadays, in
Europe, the species is found in France [39], Belgium [54],
Switzerland [40], Germany [5, 20, 55], Austria [44], Slovenia
[44], the Netherlands [17], Luxembourg, Liechtenstein, Spain,
Croatia, Hungary, Italy [36], Bosnia and Herzegovina, and
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which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Serbia [19]. The East Asian Bush mosquito has therefore been
able to colonise a vast area and various latitudes in only
20 years. This highlights its great ability to adapt and to spread
over a large geographical area under different meteorological
conditions. It is likely that the subspecies Aedes japonicus
Jjaponicus is the only one present in Europe, called hereafter
Aedes japonicus.

In France, Ae. japonicus was detected in 2000 [39] and
settled in the northeastern part of the country in 2013 [23]. Prior
to invasion by Ae. japonicus, mainland France had already faced
invasive mosquitoes such as Aedes albopictus (Skuse, 1894),
which is now considered the most invasive mosquito species
in the world [50] and is well established in Europe [30]. The
so-called tiger mosquito has been established in France since
2004 [10, 38] and was first detected in the northeastern part of
the country in 2014 [24]. Both species, Ae. albopictus and
Ae. japonicus, are now well settled in the northeast of France.

The invasive species Ae. japonicus is widespread and can
feed on a wide range of hosts from birds to various mammals,
including humans [41]. In addition, Ae. japonicus is a potential
vector of several viruses such as chikungunya virus, dengue
virus, Japanese encephalitis virus, Saint Louis encephalitis
virus, and West Nile virus [29]. Aedes japonicus has colonised
a wide range of areas and has a preference for forest edges [31].
Even though it is described as a forest species [27], it can be
found in open areas. Tree holes and rock pools are its main
natural larval habitats [1, 3, 43, 48, 52]. Artificial breeding
sites like plastic buckets or rain barrels are regularly colonised
[4, 21, 47, 52]. This species is more frequently found in rural
than in urban areas: tyres in rural areas are more frequently
stored outside and act as suitable breeding sites [4]. Cemeteries
are also suitable places since larvae can develop in small water
containers found around the tombs [5]. Artificial containers
such as tyre casings, catch basins, large containers or surface
water pools have also been mentioned as appropriate oviposi-
tion places [1, 6, 21], especially when they are a dark shade
or colour [3, 4]. Thus, suitable places for this species are good
vegetation cover, with available natural and artificial breeding
sites and the presence of potential hosts like mammals, birds
and humans in the surroundings.

Each mosquito species has its own phenology, which is
mainly dependent on environmental variables like temperature
or the availability of suitable water bodies [12]. The presence
of Ae. japonicus adults was observed to be negatively correlated
to temperature [4] and this mosquito is more active in spring
and later, in autumn [21]. Its larvae also show tolerance to cool
water temperatures, but a recent study observed no fourth instar
larvae below 10 °C [8].

Culicids have developed various strategies at all the biolog-
ical stages to survive through cold winters in temperate regions
[11, 22]. One of these strategies is dormancy: described as an
interruption of metabolic activity, it is a key parameter in
maintaining natural populations [11].

Dormancy can be divided into quiescence or diapause.
Quiescence is likely to cease when favourable environmental
conditions return [11]. On the other hand, diapause is complex
and is generally controlled by genetic or hormonal factors,
meaning that it is seasonal and persists over time. Diapause is
consequently a particular form of dormancy and constitutes

an advantage for species dispersal and winter survival in
colonised areas [49].

When temperatures decline in winter, Ae. japonicus larvae
or eggs can survive in their areas of origin and colonised
regions [3, 9, 48]. However, the life stages undergone by this
species in winter seem to vary according to abiotic conditions
and need further clarification in our study area. When eggs
are in the overwintering stage, it is unclear whether their hatch-
ing inability is due to quiescence or diapause. Furthermore,
even though it is highly suspected, diapause has not clearly
been demonstrated in Ae. japonicus. The photoperiod is likely
to be a factor that induces diapause [7], and a study showed that
female adults of this species are photosensitive [7]. This would
support the hypothesis that Ae. japonicus eggs are capable of
diapausing. In addition, the shell structure of Ae. japonicus eggs
shows desiccant resistance [54], which would also be in favour
of this type of dormancy. Despite these possibilities, and as
opposed to Ae. albopictus, it has not been shown whether
Ae. japonmicus eggs enter diapause. Even though higher
temperatures can limit its spread [21], the Asian bush mosquito
is a highly invasive vector species requiring surveillance.
Characterising seasonality and diapause in Ae. japonicus is
key to better understanding the colonisation process and spread
of this invasive vector species, since these factors can increase
the efficiency of control methods.

In this study, we describe diapause incidence and the
seasonality of Ae. japonicus in the northeast of France. We
investigated the overwintering of Ae. japonicus and determined
which parameters influence diapause in eggs. To this end, we
(i) described the morphology and viability of Ae. japonicus
eggs throughout the year, (ii) characterised diapause in the late
season, and (iii) predicted diapause in eggs with the help of
unsophisticated and simple parameters.

Methods
Studied field area

Eggs were collected in the municipality of Reichstett, around
7 km north of Strasbourg (48.64 N, 7.75 E) (Fig. 1), where (i) a
great number of Ae. japonicus eggs were repeatedly collected
prior to this study, and (ii) no Ae. albopictus was present. The
study area was approximately 82,000 m? in size and delimited
by roads and fences of private gardens. The composition of
the Reichstett study site can be roughly divided into 1.7 ha of
community garden (21.5%) and 6.5 ha of forest (78.5%), both
areas being suitable habitats for this species. Supplementary
eggs were collected during local monitoring in the Bas-Rhin
Department in the northeast of France to follow the general
egg pattern abundance (see Sect. Pattern of egg abundance in
the field and diapause incidence related to environmental clues).

Data collection and identification

Eggs were collected every two weeks by ovitraps. A trap
consisted of a black bucket filled with 1.5 L of water and a piece
of extruded polystyrene which served as an oviposition substrate.
In order to increase the attractiveness of the ovitraps, local plant
litter was added to the water. In the laboratory, eggs were
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Figure 1. Field area of interest in Reichstett, France. Relative locations of Strasbourg and Reichstett in the Bas-Rhin Department (in red). On
the right, details on land uses of the studied area and ovitraps position are given. Industrial areas (grey) are mainly made of concrete with no or
few breeding sites. Residential areas (yellow) represent the main land use with individual houses and private gardens. The Reichstett cemetery
(orange) is located on the north border of the city and provides flower pots and saucers or other small containers which serve as breeding sites.
Three community gardens (red—violet) are inside the field area of interest. Patches with garden sheds and water storage are delimited by low
height fences. Parks with planted trees or smaller natural forest areas (green) separate community gardens. A larger natural forest is located
beyond the departmental road. Street map background is under ®OpenStreetMap & contributors.

counted under a Nikon SMZ1270 binocular magnifier
(Nikon Corporation, Tokyo, Japan) and morphologically identi-
fied to species level using a Zeiss Standard 25 microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany) and the egg description of Ae. japonicus
by Haddow et al. [16]. Hatched larvae were identified at the
fourth instar using the studies of Farajollahi and Price [13],
and Tanaka et al. [48] while adult stages were confirmed by
the description of Tanaka et al. [48]. The hatched, dried and
damaged eggs collected were discarded prior to analysis.

Egg collection

Weeks referred to the calendar week (ISO standard
8601 week date). A total of 12 ovitraps were set up in the
Reichstett area and collected every two weeks from weeks 10
to 32 (6 March — 7 August). Furthermore, to increase details
on diapause incidence in the late season, the sampling effort
was led weekly from weeks 32 to 46 (7 August — 12
November) in 2019. In 2020, the collection was performed
on a weekly basis during the whole sampling season from
weeks 10 to 44 (2 March — 28 October). In addition, the gen-
eral seasonality pattern of eggs was investigated from 158 to
98 ovitraps set up in the Bas-Rhin Department in 2019 and
2020, respectively. As part of the regional surveillance network

for invasive mosquitos, they were collected every two weeks,
from weeks 19 to 47 (6 May — 19 November) in 2019 and from
weeks 25 to 41 (15 June — 10 October) in 2020.

Morphological measurements

All the eggs were measured when fewer than 20 eggs were
collected in the oviposition substrate. Otherwise, a 10%
subsample of eggs was visually selected for each oviposition
substrate (see Additional File 1, Table 1 for sampling size).

Each egg was prepared on a microscopic slide using a piece
of double-sided adhesive tape. The eggs were observed under a
Zeiss Standard 25 microscope equipped with a Nikon DS-Fi3
digital camera (Nikon Corporation) and an additional LED light
source. The length and width of each egg were measured in pm
with NIS elements software version 4.6 from Nikon Corpora-
tion. Each measure was taken three times to avoid observation
bias [25]. Width was measured approximately at one third of
the anterior part of the egg, which is both the widest part of
the egg and the part where the egg shell breaks when the larvae
hatch. Egg volume in x 10> mm® was calculated using the fol-
lowing formula [2, 53]:

1
Volume = g XX length x width®.
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Figure 2. Assessment of hatching success, mortality rate and diapause incidence. Eggs (A) are immersed in tap water twice. After this
hatching test, eggs can either hatch (orange arrows — B), resulting in a larva (C and D) out of the shell, or remain unhatched (red arrows — E),
meaning the egg has not opened. Afterwards, unhatched eggs are bleached (blue arrows). In this case, unhatched eggs can either be unfertilised
(F), partially embryonated (G) or contain a fully developed embryo (H). Full embryogenesis is achieved when complete segmentation (s),
pigmented ocelli (0.p) and egg burster (e.b) are observed without deformity.

Hatching success, viability and diapause
incidence in eggs

The study design made it possible to distinguish quiescence
from diapause. From every ovitrap collected, 10-30 eggs were
visually selected and submitted to the hatching procedure
described in Figure 2. Repeated immersion of the eggs led to
their hatching if they were under a state of quiescence.
Conversely, eggs under diapause would remain unhatched until
the end of this protocol. In order to determine hatching success,
the batches of eggs (Fig. 2A) were immersed in 60 mL of tap
water at room temperature for 24 h. After allowing the eggs to
dry for 24 h at 22 + 1 °C and 70% relative humidity, unhatched
eggs were subjected to a second immersion period of 7 days.
Hatched eggs (Fig. 2B) and larvae (Figs. 2C and 2D) were
therefore counted to determine the hatching success rate at
24 h after the first immersion and at 24 h, 48 h and 7 days after
the second immersion.

At the end of this procedure, unhatched eggs were dried for
24 h at room temperature and observed under a Nikon
SMZ1270 stereomicroscope (Nikon Corporation). The
unhatched eggs from the step illustrated in Figure 2E were
bleached with Trpi§ solution [51] for 10-20 min at room
temperature. This bleaching treatment allowed us to observe

the state of the embryos through the egg shells. Thus, the status
of the unhatched eggs could be determined as follows: unfer-
tilised (Fig. 2F), partially embryonated (Fig. 2G) or with a fully
developed embryo (Fig. 2H). Unfertilised eggs had no visible
content within the clear egg shell. Partially embryonated egg
exhibited either a white unshaped mass or a partially formed
embryo, according the following criteria: partial segmentation,
ocelli partially formed or missing, egg burster missing. Full
embryogenesis was observed when complete segmentation,
pigmented ocelli and egg burster were visible without defor-
mity. Eggs with a fully developed embryo are therefore referred
to as embryonated unhatched eggs.

Therefore, hatching success, viability, mortality rate and
diapause incidence were, respectively, calculated as follows:

See the equation top of the next page

Predictive model of diapause incidence in eggs

In order to categorise eggs either as under diapause or not in
the late season, a predictive model was proposed. Only viable
eggs were considered for analysis. Eggs were batched per week
of collection. A logistic model was applied to evaluate the
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Hatched eggs

Hatching success % =

Viability rate % =

Embryonated unhatched eggs + Hatched eggs %

Embryonated unhatched eggs + Hatched eggs o

100,

Mortality rate % =

Partially embryonated unhatched eggs + Unfertilised unhatched eggs

100
All eggs ’

Embryonated unhatched eggs

100
All eggs 8 ’

x 100.

Diapause incidence % =

Embryonated unhatched eggs + Hatched eggs

Diapause incidence can also be determined as:

Diapause incidence % = 100 — Hatching success (%).

probability of diapause in eggs, in which success was defined as
an egg under diapause and failure as an egg not under diapause.
The Akaike information criterion (AIC) method was used to
select the week of collection and the width of an egg as the
two best parameters to be implemented in the model. Thus,
the logistic model was expressed as the following equation (1):

3
log; }_7p = Bo+ Bixi + oo + Brxixa + > (1)
=1

In this equation, p is the probability of the egg being under
diapause, fo the intercept, f; the regression coefficient
associated with x;, the explicative temporal parameter ‘“week
of collection”, f, the regression coefficient associated with
x, which is the explicative morphological parameter “width
of egg”, and f3 the regression coefficient of the interaction
between x; and x,. g; were associated errors.

In order to evaluate the link between diapause incidence
and egg morphology, grouping was performed. The 50%
diapause incidence cut-off was observed in week n, the mix
of diapausing and non-diapausing eggs sampled from weeks
n — 1 ton + 1 were gathered into a first group labelled M.
The eggs collected earlier than week n — 1 were grouped as
non-diapausing eggs (group ND) while the eggs sampled later
than week n + 1 were grouped as diapausing eggs (group D).
The proposed model was adjusted without group M as it
contained a mix of diapausing and non-diapausing eggs.

Meteorological data and photoperiod

Meteorological data were provided by meteofrance.com
(Météo-France, Saint-Mandé, France) and came from the clos-
est station in Strasbourg Entzheim (48.55 N 7.63 E) located
14 km away from the study site. The following meteorological
data were collected: average minimal temperature per week
(avTin), average maximal temperature per week (avTpax), min-
imal value of minimal temperature per week (min7,,;,), mini-
mal value of maximal temperature per week (minTiay),
maximal value of minimal temperature per week (maxTp;,),
and maximal value of maximal temperature per week
(maxT.x). Temperatures are expressed in degrees Celsius.
Sunshine is expressed in hours:minutes and rainfall in mm.

Sunshine and rainfall were also averaged for each calendar
week resulting in average sunshine per week (avSun) and
average rainfall per week (avRain), respectively. These two
parameters were also summed up after seven consecutive days
as weekly cumulative sunshine (cumulSun) and weekly
cumulative rainfall (cumulRain).

The daily sunrise and sunset time in Strasbourg were used
to define day length, i.e. daily photoperiod, which was subse-
quently expressed as a weekly average (avPhotoperiod).

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with R language
[34]. Two-tailed tests were performed with error type I
o = 5%. Mean and median results were expressed as mean =+
standard deviation (SD) or as median interquartile range (IQR).

To observe the pattern in egg laying, eggs from each ovitrap
in the Reichstett area were cumulated per two weeks.

The eggs of week 45 in the year 2019 collected in
Reichstett were discarded for both morphological and diapause
analysis due to a low sample size (n = 5, see Additional File 1,
Table 1 for sampling size). Diapause incidence was studied
during summer and autumn, from weeks 26 to 44, each year.

Relationships between week of collection, number of eggs,
diapause incidence, morphological measurements of eggs
(Iength, width and volume) and meteorological parameters
(VT min, AT max, MinT in, MINT may, MAxT i, MaxTy.,, avSun,
avRain, cumulSun, cumulRain, avPhotoperiod) were analysed
through principal component analysis (PCA). Threshold was
set at 75% of explained variance, and Spearman rank order
correlations were calculated between these parameters.

Linear regressions were assumed between week of collec-
tion and width of the eggs as well as between week of collection
and volume of the eggs. Adjusted R> was used to evaluate
model fitting. Linear regressions between weeks of collection
and morphological measures of eggs were performed. Linear
regression was expressed as the following equation (2):

y =B+ Bix1 + & (2)

In this equation, y is the morphological parameter studied
(either the volume or the width of the eggs), fiy the intercept,
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Table 1. Number of eggs of Ae. japonicus collected in Reichstett and in the Bas-Rhin Department. The data from 12 ovitraps for Reichstett
and from 158 ovitraps for 2019 to 98 ovitraps for 2020 for the Bas-Rhin Department are summed up per two-weeks.

Reichstett Bas-Rhin Department

2019 2020 2019 2020
Week of Number Week of Number Week of Number Week of Number
collection of eggs collection of eggs collection of eggs collection of eggs
20 16 20 529 21 395
22 921 22 1592 23 395
24 3525 24 1243 25 858 25 306
26 3994 26 1489 27 247 27 680
28 2466 28 1698 29 943 29 2604
30 4339 30 3491 31 833 31 1512
32 2338 32 2136 33 1078 33 1073
34 2412 34 1338 35 382 35 1499
36 1112 36 876 37 19 37 487
38 791 38 172 39 34 39 228
40 2448 40 1992 41 152 41 221
42 1336 42 200 43 215 43 0
44 60 44 103
46 51
Total 25,809 Total 16,859 Total 5551 Total 8610

pi the regression coefficient, x; the explicative parameter
“week” and ¢; the associated errors.

Eggs were grouped according to the week of collection
and the critical photoperiod in which diapause incidence
reached 50% in eggs. As data were not normally distributed
(Shapiro—Wilk test, P = 0.009), the Kruskal-Wallis test was
performed in order to support the hypothesis of arbitrary groups
being a homogeneous group. The one-tailed Wilcoxon rank
sum test was performed to analyse the morphology between
diapausing and non-diapausing eggs.

The maps were made with QGIS Las Palmas 2.18.23 [33].

Results

Pattern of egg abundance in the field and
diapause incidence related to environmental
clues

In 2019, within the studied area, the 12 ovitraps sampled
collected 25,809 eggs of Ae. japonicus from week 20 (mid-
May — 16 eggs) to week 45 (first week of November — 51 eggs).
Aedes japonicus eggs were detected in Reichstett over 25
consecutive weeks and the number of collected eggs ranged
from 16 to 4339 eggs with an average of 1844 + 1454 eggs
per two-weeks. In 2020, the 12 ovitraps sampled 16,859 eggs
from week 20 (mid-May — 529 eggs) to week 44 (end of
October — 103 eggs), meaning that the East Asian bush
mosquito was detected for 24 consecutive weeks. In 2020,
the number of collected eggs ranged from 76 to 3491 eggs with
an average of 1297 + 955 eggs per two-weeks (Table 1). While
most of the eggs were collected between June and August
during both years (Fig. 3), the highest numbers of samples were
collected in week 26 in late June 2019, in week 28 at the begin-
ning of July 2020 and, for both years, in week 30 at end of July.
After that, a decrease in egg number was observed in
September for both years and an increase in egg number was

observed later in the season, in both October 2019 and 2020
(week 40). Conversely, the number of collected eggs decreased
in October and November and no eggs were observed when
average minimal temperatures were below 0 °C. Apart from
the local study site in Reichstett, the regional ovitrap survey
in the Bas-Rhin administrative unit sampled 5156 eggs in
2019, from week 23 to week 43 (June 3 — October 21,
2019), with an average of 469 + 387 eggs per two weeks
(min: 19 — max: 1078 eggs). In 2020, the Bas-Rhin administra-
tive unit then collected 8610 eggs from week 25 to week 41
(June 15 — October 5, 2020) with an average of 861 + 813 eggs
per two-weeks (min: 221 — max: 2604 eggs) (Table 1). A
similar pattern of egg abundance between the study site of
Reichstett and at a larger scale in the Bas-Rhin area was
observed (Fig. 3), with higher number of eggs at the Bas-Rhin
administrative unit in weeks 25, 29 and 43 for 2019, and weeks
29 and 35 for 2020. More precisely, both results of Reichstett
and the Bas-Rhin administrative unit showed a bimodal pattern
with the first increase occurring from June to August and the
second, albeit lower than the previous one, occurring late in
October.

The meteorological data analysis was done through PCA.
The threshold was set at 75% of explained variance, leading
to the retention of the first three components: PC1 (51.4%),
PC2 (15.2%) and PC3 (13.7%). In the model retained, 80.3%
of variance was thus explained. This analysis showed that egg
proportion was highly correlated with the average weekly
minimum temperature (p = 0.004) and the average weekly max-
imum temperature (p = 0.41) (Data not shown — see Additional
File 1, Fig. 1). From weeks 21 to 45, during which almost all
eggs were collected, temperatures were on average higher than
7.5 °C, corresponding to the mean of the minimal values of
the average minimal temperature (4 °C) and the average maxi-
mal temperatures (11 °C), both observed during week 45.
During the summer period, an average minimal temperature of
14.2 °C and an average maximal temperature of 27.5 °C were
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administrative unit.

observed, which led to the highest amount of eggs collected.
During this period, temperature was 20.8 °C on average.
Diapause incidence and week of egg collection were highly
correlated (p = 0.6; p < 0.001). Therefore, diapause incidence
and average weekly photoperiod were also correlated
(p = —0.65; p < 0.001). Another correlation was determined
between the average weekly minimum temperature and the dia-
pause incidence (p = —0.37; p = 0.026). Regarding morphology
and temperature, we observed that both the volume (p = —0.65;
p < 0.001) and width (p = —0.68; p < 0.001) of the eggs were
correlated to the average weekly maximum temperature.
Rainfall parameters (i.e. the average weekly rainfall and the
weekly cumulative rainfall) were not correlated with the number
of eggs collected, diapause incidence, nor morphological param-
eters such as volume or width.

Altogether, the partially embryonated and the unfertilised
unhatched eggs observed showed a constant mortality rate
through the year, with an average of 17.16 + 19.10% in 2019

and 16.69 £ 29.21% in 2020 on all the eggs tested (Data not
shown — see Additional File 1, Fig. 2). An increase in diapause
incidence was observed at the beginning of the season in 2019,
from the beginning of the egg-laying period to the end of spring
(weeks 20-26) with a peak of 13% at week 26 (Fig. 4). Shortly
after, a decrease to 10% in diapause incidence on average
occurred at week 28. This low rate in diapause incidence was
similarly observed in summer from June to August. In early
August (week 32), diapause incidence started to increase.
A 100% rate of eggs under diapause was eventually reached
mid-October, i.e. in week 41. Therefore, the 50% cut-off in dia-
pause incidence was reached at week 36, corresponding to a
day length of 13 h 07 min at the beginning of September
2019. Similar results were observed for the Bas-Rhin area,
meaning that diapause incidence started to increase in mid-July
(week 29) and the 50% cut-off of diapause in eggs was reached
at week 35 in 2019 (day-length of 13 h 07 min) (Data not
shown — see Additional File 2, Fig. 1). In 2020, a similar pattern
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Figure 4. Diapause incidence in Ae. japonicus eggs. Mean diapause incidence per week observed from eggs collected in the Reichstett field
area. Data for 2019 are shown in empty red triangles while data for 2020 are shown in full orange triangles. Diapause incidence is achieved
after hatching tests and bleaching treatment. The curve with dashed lines is the tendency of diapause incidence. A 50% diapause incidence
observed in eggs, in dotted grey line, is achieved at week 36 for 2019 (red arrow) and week 37 for 2020 (orange arrow). Corresponding months
and seasons are also shown in the coloured horizontal bar (green = spring, yellow = summer, orange = autumn).

was observed with an average minimal value of 10% of dia-
pausing eggs at the end of spring, even though some batches
of eggs sampled showed 0% diapause incidence. Diapause inci-
dence started to increase during the month of July (week 30)
and reached up to 25% in August. Thereafter, diapause inci-
dence increased to 100% at the end of the season, i.e. October.
A 50% cut-off in diapause incidence was achieved at a day
length of 12 h 49 min at week 37 at the beginning of September
2020.

Morphological measurements are not consistent
throughout the egg-laying period

Morphological measurements of Ae. japonicus eggs showed
the following data: median length of 616 um (IQR: 598-633),
median width of 177 pm (IQR: 172-182) and median volume
of 10.1 x 107> mm® (IQR: 9.5-10.8) for 2019 and median
length of 624 pm (IQR: 608-642), median width of 179 pm
(IQR: 175-183) and median volume of 10.5 x 102 mm?
(IQR: 9.9-11.1) for the year 2020 (Table 2). However, morpho-
logical measurements of eggs were not consistent throughout
the year. The width and volume of the eggs evolved during
the season according to two periods: the first from weeks
20 to 24 and the second later in the season from weeks 26 to
43 (Fig. 5). The morphological evolution through the season
was better supported by using the two subsets separately (the
two width and volume patterns of the eggs) rather than by
mixing all the data (see Additional File 1, Fig. 3). As shown
in Figure 5 for 2019, the median values of the eggs were
604 um in length (IQR: 588-617), 170 pm in width (IQR:
166-175) for a median volume of 9.3 x 10> mm’ (IQR:
8.7-9.7) at the beginning of summer (week 26). At the end
of the egg-laying period (week 43), median length increased
to 621 pm (IQR: 612-640), median width to 181 pum (IQR:
176-183) for a median volume of 10.7 x 10~ mm® (IQR:
9.9-11.1). As a result, the volume of the eggs increased by

14.6% between week 26 and week 43 in 2019. Similarly,
volume increased by 15.05% between weeks 26 and 41 in
2020.

Due to measurement and calculation methods, the length
and width of eggs were weakly correlated (p = 0.10;
p =721 x 107*. Volume was highly correlated to length
and width of eggs, with p = 0.56; p < 22 x 107'® and
p=0.88; p<2.2 x 10", respectively. Despite a high variabil-
ity in length parameters of eggs (range: 488.71-727.20 pm —
see Table 2), no significant correlation between length of eggs
and week of collection was observed (p = 0.66). On the
contrary, both the width and volume of the eggs increased
according to the week of collection (width: p = 0.51;
p = 0.03 and linear regression of width (um) = 0.7474 X
week + 151.24; R = 0.71; p = 5.58 x 107> and volume:
p =047, p =439 x 1072 and linear regression of volume
(102 mm® = 0095 x week + 6.80; R° = 0.63;
p =240 x 1074,

Outside of the study area, at a larger scale in the Bas-Rhin
region, the eggs collected in the late season were also wider
and larger in volume than the eggs sampled earlier (Data not
shown — see Additional File 2, Fig. 2).

Width measurement as a predictor to evaluate
diapause incidence in Ae. japonicus eggs

The 50% diapause incidence cut-off was observed on week
36 in 2019 and week 37 in 2020. Thus, group M gathers eggs
sampled between weeks 35-37 for 2019 and 36-38 for 2020.
The diapause incidence of group ND, which was composed
of eggs collected between weeks 26-34 for 2019 and weeks
26-36 for 2020, was below 30%. Width of eggs ranged from
145 to 198 um and was 176 + 7 um on average. Eggs sampled
from weeks 38 to 43 gathered in group D had a diapause inci-
dence higher than 75% in 2019. In 2020, group D included
eggs collected from weeks 40 to 43. Mean width of eggs in
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Table 2. Details of morphological metrics measured on Ae. japonicus eggs. Data originate from the Reichstett field area. Length and width of

eggs are measured three times per egg.

Length (um) Width (pum) Volume (x 1073 mm?)
2019 (n = 1241)
Minimum 489 151 6.6
Maximum 727 203 13.8
Mean 615 177 10.1
Standard-deviation 29 8 1.1
First quartile 598 172 9.5
Median 616 177 10.1
Third quartile 633 182 10.8
2020 (n = 777)
Minimum 533 145 6.5
Maximum 710 206 14.1
Mean 625 179 10.5
Standard-deviation 27 7 1.0
First quartile 608 175 9.9
Median 624 179 10.5
Third quartile 642 183 11.1
2019 2020
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Figure 5. Evolution of morphological parameters of Ae. japonicus eggs throughout the year. Figure SA: length; Figure 5B: width; Figure 5C:
volume, data of 2019. Figure 5D: length; Figure 5E: width; Figure 5F: volume, data of 2020. Data come from the Reichstett field area. Eggs
are batched according to the calendar week of collection. Corresponding months and seasons in coloured horizontal bars are also shown
(green = spring, yellow = summer, orange = autumn). Boxplots of corresponding weeks considered for the linear regression are shown in grey.
In Figures 5B and 5C for 2019, linear regressions in solid black lines ignore data point of weeks 20, 22, 24 and 45 as well, which are shown in

a white boxplot. For 2020, data for weeks 20-25 are discarded.

group D was 183 + 6 um within the range of 162-198 pum. As a
result, eggs in group D were 4.26% wider (Wilcoxon test,
W = 237,016, p < 2.2 x 107'°) than those of group ND. The
volume of the eggs was 10.17% higher in group D than in
group ND (Wilcoxon test, W = 233,679, p < 2.2 X 10*16)
(see Additional File 1, Table 2). Nevertheless, an overlap be-
tween 162 and 198 um was observed in egg width (Fig. 6)

and included eggs from groups ND, D and M each correspond-
ing to a range from 7 to 100% in diapause incidence.

The proposed model was mainly explained by week of col-
lection (p = 1.27 x 10'%), width of eggs (p = 6.61 x 107'?),
year (p = 9.77 x 107”), and the interaction between these fac-
tors (Fig. 7). Neither a null probability nor a rate of 100% in
diapause incidence was expressed by the model. Categorisation
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Figure 6. Association between the width of the eggs and diapause
incidence. Data come from 2019 and the Reichstett field area. Eggs
are batched according to the calendar week of collection. For each
week, average diapause incidence is used. Width of eggs is shown as
dots for median values and lines as interquartile ranges. Three
groups are defined depending on their week of collection: group ND
from weeks 26 to 34 (in blue), group M from 35 to 37 (in green) and
group D from 38 to 43 (in red). An overlap in width between group
ND and D is highlighted in pale lavender.

into two groups was therefore not possible. In addition, a range
of 162-197 um in the width of eggs and from 17 to 72% in
diapause incidence was observed in field data. The model
predicted a diapause incidence of 14-60% for the same width
range.

Discussion

Dormancy is a key parameter for the overwintering of
Culicid species in temperate regions. However, even though
highly suspected, the diapause incidence of Ae. japonicus in
Europe was unknown. This study shows that successive stimuli
like water immersion and temperatures did not lead to the
hatching of eggs, while fully developed embryos were observed
in these eggs after a bleaching treatment. This study thus
confirms effective diapause for Ae. japonicus. In the case of
quiescence, eggs would have hatched under such stimuli. Inter-
estingly, a diapause incidence of around 10% was observed
throughout the whole egg-laying season both years meaning
that female Ae. japonicus always lay part of their eggs in a dia-
pause state, regardless of the meteorological and photoperiodic
conditions. This study thus found that diapause, a phenomenon
used to survive harsh winter conditions in our region, in fact
already started at the beginning of the oviposition season. Since
cold temperatures can inhibit larvae development [35, 42], we
can hypothesise that the diapause status of these eggs laid in
the early season can be a way to survive hazardous weather
conditions, given that some freezing events can still occur
during the month of May in the northeast of France. Even
though larvae can pursue their development during winter when
temperatures are favourable, diapausing eggs appears to be a
strategy to guarantee the survival of the species in fluctuating

weather conditions in temperate regions. This study suggests
that this characteristic is important for the survival of this
species since the diapause phenomenon occurs throughout the
year.

We observed an increase in diapause during mid-summer,
three months before the end of the Ae. japonicus oviposition
season. While a 50% diapause incidence in eggs was detected
in September both years, mid-October was determined as the
period in which all eggs were under diapause. A one-week
variation between the 50% cut-off in 2019 and 2020 was
nevertheless observed in the studied field population. A similar
study on Ae. albopictus showed no difference in diapause inci-
dence nor in the volume of eggs between two consecutive years
in the field [26]. This variation reinforces the idea that the
synergy between photoperiod and temperatures together trigger
and control the diapause phenomenon in this species. Regard-
ing the influence of photoperiod on diapause, we observed a
50% diapause incidence of eggs at week 36 in 2019 and at
week 37 in 2020, corresponding to a day length of 13 h
07 min and 12 h 49 min, respectively. Similarly, in the south
of France in 2010 and 2011, week 36 with a day length of
12 h 41 min was mentioned as the critical period that induces
a 50% diapause in eggs of Ae. albopictus [26]. Female adults
of Ae. japonicus, and pupa to a lesser extent, are receptive to
photoperiod to induce diapause in eggs [7]. The maternal
day-length when 50% of the eggs laid are under diapause, is
called the critical photoperiod (CPP). In Ae. albopictus, another
invasive species also found in the northeast of France, the CPP
determined in laboratory conditions was 13 h 30 min [26]. Our
results in the field suggest that the CPP may vary between 13 h
31 min and 13 h 14 min for 2019 and 2020, respectively, but
could increase to 13 h 57 min or 13 h 38 min if a two-week
delay is taken into account as suggested by Lacour et al.
[26]. As these authors suggest, the delay between the CPP
observed in females and the 50% cut-off in eggs in the field
may be due to environmental factors and physiological delay
[26]. Eggs from the previous egg-laying season (i.e. 2018 and
then 2019) seem to hatch at the end of February or the begin-
ning of March. Consequently, we estimate the duration of dia-
pause to be three months at least. Moreover, we found a
correlation between diapause incidence and both width and
volume in eggs. We also found that diapause incidence varied
throughout the year and was even found at low levels at the
beginning of the season, suggesting that photoperiod is not
the only factor to induce diapause. Temperatures might also
play a role and induce diapause [37]. On the whole, the results
in this study suggest that within the same field population, both
diapause incidence and the volume of the eggs increase while
temperatures decrease.

With regard to seasonality of Ae. japonicus in our studied
area, we showed that the period of the egg laying activity ran
from the end of May to the end of October, and the beginning
of November in the second year. This general pattern of adult
activity observed in East Asian Bush mosquitoes in the colo-
nised area is quite consistent with other studies in native areas
[18, 48] as well as in colonised areas [15]. In Belgium [54],
authors observed young larvae prior to the egg laying period,
suggesting that Ae. japonicus eggs are thus likely to hatch at
cooler temperatures and earlier than other invasive species like
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Ae. albopictus. As for the meteorological parameters linked to
Ae. japonicus activity in this study, seasonal temperatures
turned out to be the main parameter influencing egg abundance.
A previous study showed that cooler temperatures increased
Ae. japonicus presence in larval habitats [4]. Our results suggest
that eggs are laid when temperatures are above 7.5 °C. A similar
temperature threshold was evidenced by thermal experiments in
laboratory conditions in which 7 °C was determined as the
critical minimal temperature allowing larvae development
[35]. In Japan, a field study including an altitudinal gradient
found that fourth instar larvae were absent in temperatures
below 10 °C [8]. This study proposed a model which predicted
that a minimal temperature of 12.41 °C was necessary to reach
fourth instar stage development. We also observed more eggs in
the summer months (July and August) and later in October in
our area of study. This corroborates the findings of Murrell
et al. [31], who found that Ae. japonicus in North America laid
more eggs in July than in September. A possible explanation
for the decrease in the number of eggs laid may be the inhibi-
tion of larval development when temperatures rise above 34 °C
and up to 40 °C [42]. In the case of our study, such an obser-
vation was made in August and September 2019 when heat
waves with temperatures frequently above 30 °C preceded a
decrease in egg abundance.

On average, the eggs measured in this study were 29 pm
longer and 5 pum wider than those of a previous study [16]. This
difference may reflect the origin of the eggs. In our study, these
were collected in the field, whereas the egg measurements in the
previous study came from a colony. More precisely, this
Ae. japonicus colony was derived from specimens collected in
the field (NJ, USA) and reared in an insectarium for 8-9 years
[16]. A study on another species, namely Ae. aegypti, showed
size variations between eggs from the field and those from

different laboratory colonies [14], suggesting that the origin of
samples can have an incidence on egg morphology. Our study,
which only focuses on eggs of Ae. japonicus, showed that width
was the main factor of the volume variability of the eggs. Similar
relationships between width and volume variability were
demonstrated for Ae. albopictus eggs [25]. Egg morphometric
analyses frequently showed intraspecific variation between
mosquitoes collected in different places [14, 28]. For Ae. aegypti,
it has been shown that an increase in the sizes of either the
female body or the blood meal produce larger eggs [46]. Further-
more, the volume of the eggs was correlated with survival capac-
ity suggesting that larger eggs survive for longer periods of time
[45]. Since eggs are bigger in autumn than in spring, which
corresponds to the period in which they prepare for the overwin-
tering period, local environmental conditions are likely to impact
egg size as well as diapause status.

Since a relationship between morphometrics and the
diapause status was evidenced for Ae. albopictus [25], we
hypothesised that this diapause phenomenon in Ae. japonicus
would also induce a phenotype in eggs that could be detected
by morphological measurements. The increase in egg size
was shown to be linked to a gain in the quantity of lipids for
Ae. albopictus [25]. Therefore diapause, as a strategy to survive
harsh conditions, could lead to a seasonal phenotype in adults.
While we showed a positive correlation between diapause
incidence and eggs size, the width and volume measurements
cannot ascertain the diapause status of eggs. More precisely,
our model neither revealed a rate of 0% nor 100% in diapause
incidence but showed a minimum of approximately 10% of
eggs under diapause even at the very beginning of the season.
As a consequence, an overlap in morphological measurements
exists between diapaused and non-diapaused eggs suggesting
that, despite being positively correlated, factors other than
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diapause affect the volume of eggs. For instance, factors like
physiological status, size of females and the amount of blood
meals can alter the volume of eggs [46].

On the whole, the seasonality in diapause incidence for the
Asian bush mosquito was described here at the intra-population
level. Studying the influence of temperature on the oviposition
behaviour of Ae. japonicus would greatly help to increase
knowledge of its seasonality and could eventually lead to the
development of a predictive model of invasion. In addition to
field studies, laboratory experiments on Ae. japonicus colonies
would be helpful to understand parameters such as egg
morphology under various temperatures and day-length effects.
The use of climatic chambers to investigate diapause would
help to define CPP more precisely in Ae. japonicus. Similar
experiments can be used to investigate factors of preparation,
duration and termination of diapause under laboratory condi-
tions. Moreover, some mechanisms observed in Ae. albopictus
such as lipid storage in diapause eggs or genetic determination
of diapause [11] have yet to be investigated for Ae. japonicus.

In this study, we demonstrated effective diapause of the East
Asian Bush mosquito in the northeast of France and described
the morphology and the diapause status of eggs in a field popu-
lation. More particularly, this study showed that diapause eggs
were laid during the entire oviposition season, even at the end
of spring, provided that a mean value of 10% of diapause inci-
dence was observed. While the oviposition period of Ae. japon-
icus ran from May to November, a 50% diapause incidence was
determined between late August and early September. More
precisely, diapause was found to increase when the photoperiod
decreased and the subsequent maternal CPP was determined at
13 h 23 min. Other factors such as cold temperatures may induce
an increase of diapause incidence and further laboratory exper-
iments would be required. Regarding morphology, in this study
we observed an increase in egg volume through the season.
While a positive correlation was shown between both volume
and width of eggs and the diapause status, the measurement of
egg morphology cannot be used to predict it. Diapause and
seasonality are one of many strategies involved in the successful
invasion of Ae. japonicus. This study provides insights on their
characterisation and improves our current knowledge of the
invasive traits of the East Asian bush mosquito. Our findings
could help in future predictive modelling for invasive species
such as these.
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Additional File 1 — Table 1. Sample size for morphological
measurement, hatching success rate, mortality rate and diapause
incidence. Data originate from the Reichstett field area.

Additional File 1 — Figure 1. Environmental parameters
PCA. The first three components were retained: PC1 (51.4%),
PC2 (15.2%) and PC3 (13.7%) and thus, 80.3% of variance
was explained. Variables are projected in a plan formed by
PC1 and PC2. All variables are projected in light grey, some
are highlighted for better visualisation. From left to right and
up to down: A, week number and year are in black and
diapause incidence is in purple; B, morphological parameters,
i.e. median width and median volume are in green; C, maximal
temperature parameters are in red; D, minimal temperature
parameters are in blue; E, light parameters, photoperiod is
showed in orange and sunshine parameters are in yellow;
F, rainfall parameters are in dark blue.

Additional File 1 — Figure 2. Mortality rate of Aedes
Japonicus eggs. Data originate from the Reichstett field area.
Percentage of unsustainable eggs for each week are showed
as black dots. Mean with standard-deviation is shown by a solid
black line surrounded by grey. The mortality rate was on aver-
age 17.16% in 2019 and 16.69% in 2020. The corresponding
months and seasons are also shown on the coloured horizontal
bar (green = spring, yellow = summer, orange = autumn).

Additional File 1 — Figure 3. Example of two linear regres-
sions between the width of eggs and the week of collection.
Only the data for the 2019 season from the Reichstett field area
are shown. Data for week 45 are discarded due to an insufficient
sample size (n = 5). In panel A, all data (shown in red) are
gathered in one dataset for linear regression. Adjusted R is
17.69%. In panel B, data are subdivided in two datasets, from
weeks 20 to 24 (in blue) and weeks 26 to 43 (in grey). Linear
regressions are better fitted with these two data subsets
(adjusted R* 84.63% and 70.44%). The corresponding months
and seasons are also shown on the coloured horizontal bar
(green = spring, yellow = summer, orange = autumn).

Additional File 1 — Table 2. Morphological parameters on
two groups of eggs. Data originate from the Reichstett field
area. Group ND is chosen as the baseline for comparisons with
group D. An increase of each morphological parameter is
observed. Wilcoxon Sum rank tests were performed. Two stars
represent a significant increase between groups ND and D.

Additional File 2 — Figure 1. Diapause incidence in
Ae. japonicus eggs. Red dots represent the mean diapause inci-
dence per week observed in eggs collected in the Bas-Rhin
region in 2019. Diapause incidence was achieved after perform-
ing hatching tests and a bleaching treatment. The curve with the
dashed red lines is the tendency of diapause incidence. The
50% diapause incidence observed in eggs at week 35 in 2019
is shown as a dotted grey line. Data for 2020 are not shown
due to insufficient data. Corresponding months and seasons
are also shown in the coloured horizontal bar (green = spring,
yellow = summer, orange = autumn).

Additional File 2 — Figure 2. Changes in morphological
parameters of Ae. japonicus eggs throughout the year. Figure 2A
Length; Figure 2B Width; Figure 2C Volume, data of 2019.
Figure 2D Length; Figure 2E Width; Figure 2F Volume, data
for 2020. Data originate from the Bas-Rhin region. Eggs are
batched according to the calendar week of collection.
Corresponding months and seasons are also shown in the
coloured horizontal bars (green = spring, yellow = summer,
orange = autumn). Data for week 37 in 2019 are discarded.
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Additional File 2 — Table 1. Details of morphological metrics
measured on Ae. japonicus eggs. Data originate from the Bas-
Rhin region. Length and width are measured 3 times per egg.

Additional File 2 — Table 2. Sample size for morphological
measurements, hatching success rate, mortality rate and dia-
pause incidence. Data come from the Bas-Rhin region.

Acknowledgements. The authors are greatly indebted to the
Syndicat de Lutte contre les Moustiques du Bas-Rhin (SLM67),
which kindly made available the data from the surveillance network.
We particularly wish to thank Christelle Bender, Jean-Martin Heck
and Olivia Renoux. The authors would like to thank the three
anonymous reviewers for their useful comments, which greatly
improved this manuscript. EK and the research leading to these
results were funded by the EU-Programme INTERREG Upper Rhine
under the project number 11.7 TIGER. Part of the ovitraps in the
Bas-Rhin Department were funded by the Conseil Départemental
du Bas-Rhin and operated by the SLM67.

Competing interests

The authors declare no competing interests.

References

1. Andreadis TG, Anderson JF, Munstermann LE, Wolfe RJ,
Florin DA. 2001. Discovery, distribution, and abundance of the
newly introduced mosquito Ochlerotatus japonicus (Diptera:
Culicidae) in Connecticut, USA. Journal of Medical Entomol-
ogy, 38, 774-779.

2. Armbruster P, Bradshaw WE, Ruegg K, Holzapfel CM. 2001.
Geographic variation and the evolution of reproductive alloca-
tion in the pitcher-plant mosquito, Wyeomyia smithii. Evolution,
55, 439-444.

3. Armistead JS, Nishimura N, Arias JR, Lounibos LP. 2012.
Community ecology of container mosquitoes (Diptera: Culici-
dae) in Virginia following invasion by Aedes japonicus. Journal
of Medical Entomology, 49, 1318-1327.

4. Bartlett-Healy K, Unlu I, Obenauer P, Hughes T, Healy S,
Crepeau T, Farajollahi A, Kesavaraju B, Fonseca D, Schoeler G,
Gaugler R, Strickman D. 2012. Larval mosquito habitat
utilization and community dynamics of Aedes albopictus and
Aedes japonicus (Diptera: Culicidae). Journal of Medical
Entomology, 49, 813-824.

5. Becker N, Huber K, Pluskota B, Kaiser A. 2011. Ochlerotatus
Jjaponicus japonicus — a neozoon in Germany and a revised list
of the German mosquito fauna. European Mosquito Bulletin,
29, 88-102.

6. Bevins SN. 2007. Establishment and abundance of a recently
introduced mosquito species Ochlerotatus japonicus (Diptera:
Culicidae) in the Southern Appalachians, USA. Journal of
Medical Entomology, 44, 945-952.

7. BovaJ, Soghigian J, Paulson S. 2019. The prediapause stage of
Aedes japonicus japonicus and the evolution of embryonic
diapause in Aedini. Insects, 10, 222.

8. Chaves L, Moji K. 2017. Density dependence, landscape, and
weather impacts on aquatic Aedes japonicus japonicus (Diptera:
Culicidae) abundance along an urban altitudinal gradient.
Journal of Medical Entomology, 55, 329-341.

9. Day CA, Lewandowski K, Vonesh JR, Byrd BD. 2020. Phenology
of rock pool mosquitoes in the southern Appalachian Mountains:
surveys reveal apparent winter hatching of Aedes japonicus and the
potential for asymmetrical stage-specific interactions. Journal of
the American Mosquito Control Association, 36, 216-226.

10. Delaunay P, Mathieu B, Marty P, Fauran P, Schaffner F. 2007.
Historique de 1’installation d’Aedes albopictus dans les Alpes-
Maritimes (France) de 2002 a 2005. Médecine Tropicale, 67,
310-311. PMID: 17784689.

11. Diniz DFA, de Albuquerque CMR, Oliva LO, de Melo-Santos
MAYV, Ayres CFJ. 2017. Diapause and quiescence: dormancy
mechanisms that contribute to the geographical expansion of
mosquitoes and their evolutionary success. Parasites & Vectors,
10, 310.

12. Ewing DA, Purse BV, Cobbold CA, Schifer SM, White SM.
2019. Uncovering mechanisms behind mosquito seasonality by
integrating mathematical models and daily empirical population
data: Culex pipiens in the UK. Parasites & Vectors, 12, 74.

13. Farajollahi A, Price DC. 2013. A rapid identification guide for
larvae of the most common North American container-
inhabiting Aedes species of medical importance. Journal of the
American Mosquito Control Association, 29, 203-221.

14. Faull KJ, Williams CR. 2015. Intraspecific variation in desic-
cation survival time of Aedes aegypti (L.) mosquito eggs of
Australian origin. Journal of Vector Ecology, 40, 292-300.

15. Friih L, Kampen H, Koban MB, Pernat N, Schaub GA, Werner
D. 2020. Oviposition of Aedes japonicus japonicus (Diptera:
Culicidae) and associated native species in relation to season,
temperature and land use in western Germany. Parasites &
Vectors, 13, 623.

16. Haddow A, Moulton J, Gerhardt RR, McCuiston LJ, Jones ClJ.
2009. Description of the egg of Ochlerotatus japonicus
Jjaponicus (Diptera: Culicidae) using variable pressure scanning
electron microscopy. Journal of Medical Entomology, 46, 9-14.

17. Ibafiez-Justicia A, Kampen H, Braks M, Schaffner F, Steeghs M,
Walther geb. Werner D, Scheuch D, Hartog W den, Brooks MD,
Dik M, Van de Vossenberg B, Scholte E-J. 2014. First report of
established population of Aedes japonicus japonicus (Theobald,
1901) (Diptera, Culicidae) in the Netherlands. Journal of the
European Mosquito Control Association, 32, 9—13.

18. Iriarte WLZ, Tsuda Y, Wada Y, Takagi M. 1991. Distribution
of mosquitoes on a hill of Nagasaki City, with emphasis to the
distance from human dwellings. Tropical Medicine, 33, 55-60.

19. Janssen N, Graovac N, Vignjevi¢ G, Bogojevi¢ MS, Turi¢ N,
Klobu&ar A, Kavran M, Petri¢ D, Cupina Al Fischer S, Werner
D, Kampen H, Merdi¢ E. 2020. Rapid spread and population
genetics of Aedes japonicus japonicus (Diptera: Culicidae) in
southeastern Europe (Croatia, Bosnia and Herzegovina, Serbia).
PLoS One, 15(10), e0241235.

20. Kampen H, Zielke D, Werner D. 2012. A new focus of Aedes
Jjaponicus japonicus (Theobald, 1901) (Diptera, Culicidae)
distribution in Western Germany: rapid spread or a further
introduction event? Parasites & Vectors, 5, 284.

21. Kaufman MG, Fonseca DM. 2014. Invasion biology of Aedes
Japonicus japonicus (Diptera: Culicidae). Annual Review of
Entomology, 59, 31-49.

22. Kostal V. 2006. Eco-physiological phases of insect diapause.
Journal of Insect Physiology, 52, 113-127.

23. Krebs T, Bindler P, L’Ambert G, Toty C, Perrin Y, Jourdain F.
2014. First establishment of Aedes japonicus japonicus (Theo-
bald, 1901) (Diptera: Culicidae) in France in 2013 and its impact
on public health. Journal of Vector Ecology, 39, 437-440.

24. Krupa E, Schaffner F, Bender C, Mathieu B. 2020. Progression
du moustique tigre en France : surveillance transfrontaliére dans
le Grand-Est. Revue Francophone des Laboratoires, 2020, 53-61.

25. Lacour G, Vernichon F, Cadilhac N, Boyer S, Lagneau C,
Hance T. 2014. When mothers anticipate: effects of the
prediapause stage on embryo development time and of maternal
photoperiod on eggs of a temperate and a tropical strains of
Aedes albopictus (Diptera: Culicidae). Journal of Insect Phys-
iology, 71, 87-96.



14

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

E. Krupa et al.: Parasite 2021, 28, 45

Lacour G, Chanaud L, L’ Ambert G, Hance T. 2015. Seasonal
synchronization of diapause phases in Aedes albopictus
(Diptera: Culicidae). PLoS One, 10(12), e0145311.

Lorenz AR, Walker ED, Kaufman MG. 2013. Does autoc-
thonous primary production influence oviposition by Aedes
Japonicus japonicus (Diptera: Culicidae) in container habitats?
Journal of Medical Entomology, 50, 69-78.

Lounibos LP, Escher RL, Lourenco-de-Oliveira R. 2003.
Asymmetric evolution of photoperiodic diapause in temperate
and tropical invasive populations of Aedes albopictus (Diptera:
Culicidae). Annals of the Entomological Society of America,
96, 512-518.

Martinet J-P, Ferté H, Failloux A-B, Schaffner F, Depaquit J.
2019. Mosquitoes of north-western Europe as potential vectors
of arboviruses: a review. Viruses, 11, 1059.

Medlock JM, Hansford KM, Versteirt V, Cull B,
Kampen H, Fontenille D, Hendrickx G, Zeller H, Bortel WV,
Schaffner F. 2015. An entomological review of invasive
mosquitoes in Europe. Bulletin of Entomological Research,
105, 637-663.

Murrell EG, Noden BH, Juliano SA. 2015. Contributions of
temporal segregation, oviposition choice, and non-additive
effects of competitors to invasion success of Aedes japonicus
(Diptera: Culicidae) in North America. Biological Invasions, 17,
1669-1681.

Peyton EL, Campbell SR, Candeletti TM, Romanowski M,
Crans WJ. 1999. Aedes (Finlaya) japonicus japonicus
(Theobald), a new introduction into the United States. Journal
of the American Mosquito Control Association, 15, 238-241.
PMID: 10412119.

QGIS Development Team. 2016. QGIS Geographic Information
System. Open Source Geospatial Foundation Project. http://
qgis.osgeo.org/.

R Core Team. 2019. R: a language and environment for
statistical computing. Vienna, Austriaz R Foundation for
Statistical Computing. https://www.R-project.org/.

Reuss F, Wieser A, Niamir A, Balint M, Kuch U, Pfenninger M,
Miiller R. 2018. Thermal experiments with the Asian bush
mosquito (Aedes japonicus japonicus) (Diptera: Culicidae) and
implications for its distribution in Germany. Parasites &
Vectors, 11, 81.

Robert V, Giinay F, Le Goff G, Bousses P, Sulesco T, Khalin A,
Medlock J, Kampen H, Petri¢ D, Schaffner F. 2019. Distribu-
tion chart for Euro-Mediterranean mosquitoes (western
Palaearctic region). Journal of the European Mosquito Control
Association, 37, 1-28.

Saunders DS. 2014. Insect photoperiodism: effects of temper-
ature on the induction of insect diapause and diverse roles for
the circadian system in the photoperiodic response. Entomo-
logical Science, 17, 25-40.

Schaffner F, Karch S. 2000. First record of Aedes albopictus
(Skuse, 1894) in metropolitan France. Comptes Rendus de
I’ Académie des Sciences, 323(4), 373-375.

Schaffner F, Chouin S, Guilloteau J. 2003. First record of
Ochlerotatus (Finlaya) japonicus japonicus (Theobald, 1901) in
metropolitan France. Journal of the American Mosquito Control
Association, 19, 1-5. PMID: 12674526.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Schaffner F, Kaufmann C, Hegglin D, Mathis A. 2009. The
invasive mosquito Aedes japonicus in Central Europe. Medical
and Veterinary Entomology, 23, 448-451.

Schonenberger A, Wagner S, Tuten H, Schaffner F, Torgerson
P, Furrer S, Mathis A, Silaghi C. 2016. Host preferences in host-
seeking and blood-fed mosquitoes in Switzerland. Medical and
Veterinary Entomology, 30, 39-52.

Scott J. 2003. The ecology of the exotic mosquito Ochlerotatus
(Finlaya) japonicus japonicus (Theobald 1901)(Diptera: Culi-
cidae) and an examination of its role in the West Nile virus
cycle in New Jersey. New Brunswick, NJ: Ph.D. thesis, Rutgers
University.

Scott J, Carle F, Crans WIJ. 2001. Ochlerotatus japonicus collected
from natural rock pools in New Jersey. Journal of the American
Mosquito Control Association, 17, 91-92. PMID: 11480826.
Seidel B, Montarsi F, Huemer HP, Indra A, Capelli G,
Allerberger F, Nowotny N. 2016. First record of the Asian bush
mosquito, Aedes japonicus japonicus, in Italy: invasion from an
established Austrian population. Parasites & Vectors, 9, 284.
Sota T, Mogi M. 1992. Interspecific variation in desiccation
survival time of Aedes (Stegomyia) mosquito eggs is correlated
with habitat and egg size. Oecologia, 90, 353-358.
Steinwascher K. 1984. Egg size variation in Aedes aegypti:
relationship to body size and other variables. American Midland
Naturalist, 112, 76-84.

Sunahara T, Ishizaka K, Mogi M. 2002. Habitat size: a factor
determining the opportunity for encounters between mosquito
larvae and aquatic predators. Journal of Vector Ecology, 27,
8-20. PMID: 12125876.

Tanaka K, Mizusawa K, Saugstad ES. 1979. A revision of the
adult and larval mosquitoes of Japan (including the Ryukyu
Archipelago and the Ogasawara Islands) and Korea (Diptera:
Culicidae). Contributions of the American Entomological
Institute, 16, 1-987.

Tauber MJ, Tauber CA, Masaki S. 1986. Seasonal adaptations
of insects. New York: Oxford University Press. ISBN:
0195036352, 9780195036350.

The Global Invasive Species Database. 2015. Invasive Species
Specialist Group ISSG. http://www.issg.org/database/.

Trpi§ M. 1970. A new bleaching and decalcifying method for
general use in zoology. Canadian Journal of Zoology, 48,
892-893.

Tsuda Y, Takagi M, Wada Y. 1994. Ecological study on
mosquito communities in tree holes in Nagasaki, Japan, with
special reference to Aedes albopictus (Diptera; Culicidae).
Medical Entomology and Zoology, 45, 103—111.

Urbanski J, Mogi M, O’Donnell D, DeCotiis M, Toma T,
Armbruster P. 2012. Rapid adaptive evolution of photoperiodic
response during invasion and range expansion across a climatic
gradient. The American Naturalist, 179, 490-500.

Versteirt V, Schaffner F, Garros C, Dekoninck W, Coosemans M,
Van Bortel W. 2009. Introduction and establishment of the exotic
mosquito species Aedes japonicus japonicus (Diptera: Culicidae)
in Belgium. Journal of Medical Entomology, 46, 1464—1467.
Wermer D, Kampen H. 2013. The further spread of Aedes
Jjaponicus japonicus (Diptera, Culicidae) towards northern
Germany. Parasitology Research, 112, 3665-3668.

Cite this article as: Krupa E, Henon N & Mathieu B. 2021. Diapause characterisation and seasonality of Aedes japonicus japonicus

(Diptera, Culicidae) in the northeast of France. Parasite 28, 45.



http://qgis.osgeo.org/
http://qgis.osgeo.org/
https://www.R-project.org/
http://www.issg.org/database/

E. Krupa et al.: Parasite 2021, 28, 45 15

PARAS”E An international open-access, peer-reviewed, online journal publishing high quality papers
on all aspects of human and animal parasitology

Reviews, articles and short notes may be submitted. Fields include, but are not limited to: general, medical and veterinary parasitology;
morphology, including ultrastructure; parasite systematics, including entomology, acarology, helminthology and protistology, and molecular
analyses; molecular biology and biochemistry; immunology of parasitic diseases; host-parasite relationships; ecology and life history of
parasites; epidemiology; therapeutics; new diagnostic tools.

All papers in Parasite are published in English. Manuscripts should have a broad interest and must not have been published or submitted
elsewhere. No limit is imposed on the length of manuscripts.

Parasite (open-access) continues Parasite (print and online editions, 1994-2012) and Annales de Parasitologie Humaine et Comparée
(1923-1993) and is the official journal of the Société Francaise de Parasitologie.

Editor-in-Chief: Submit your manuscript at
Jean-Lou Justine, Paris http://parasite.edmgr.com/



http://parasite.edmgr.com/

Chapitre V. Modélisation de Ia

dynamique de population

d’Ae. japonicus.

Caractérisation des traits d’histoire de vie

Introduction

Nous l'avons vu précédemment, les traits d’histoire de vie (THV) sont variés et
importants pour caractériser la biologie de I'espéce. Les moustiques étant poikilotherme, les
conditions physico-chimiques du milieu vont influencer ces THV. L'un des parametres clefs est

la température.

Un intérét croissant se porte sur Ae. japonicus et en particulier sur la relation et
I'impact des températures avec sa distribution. En ce qui concerne cette espéce, sa présence
est corrélée négativement avec la température (Bartlett-Healy et al., 2012). Plusieurs études
se sont récemment intéressées a déterminer précisément I'impact de la température sur le
développement de ce moustique et sur la mortalité (Reuss et al., 2018).

Nous souhaitons déterminer si (i) les ceufs de notre population locale possedent le
méme profil d’éclosion et de développement que ceux décrits dans la littérature et (ii) si une
différence existe au sein des ceufs au cours d’'une méme saison, c’est-a-dire si la durée de

développement est dépendante du moment de ponte en plus de la température.

Matériel et méthodes

Des ceufs d’Ae. j. japonicus ont été récoltés pendant deux années consécutives (2019
et 2020) dans le Bas-Rhin a I'aide de pieges pondoirs, et en particulier dans la zone d’étude de
Reichstett (48.64 N, 7.75 E). L'espéce a été déterminée au stade ceuf sous microscope Zeiss
Standard 25 (Zeiss, Oberkochen, Allemagne) suivant la description de Haddow et al. (2009).
Les larves et adultes obtenus aprés éclosion des ceufs permettent de confirmer I'identification

en utilisant les descriptions de Farajollahi and Price (2013) et de Tanaka et al. (1979). Comme
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présenté dans le chapitre 3 de cette thése et dans l'article associé (Krupa et al., 2021), une
portion des ceufs par piege pondoir est sélectionnée et disposée sur un morceau de ruban
adhésif double face appliqué une lame en verre. Les ceufs sont mis a éclore dans des pots de
120mL contenant 100mL d’eau a température ambiante pendant 24 heures. Par la suite, les
ceufs sont séchés pendant 24 heures puis remis a éclore. Un suivi journalier de la température,
du nombre de larves, de leur stade respectif et de la présence d’individus morts est réalisé
jusqu’a émergence ou mort de I'ensemble des individus. Les éclosions sont testées a des
températures comprises entre 24 et 29°C. De I'eau a température ambiante est rajoutée tous
les jours dans les pots afin de garantir un niveau d’eau constant et permet également de
brasser et d’oxygéner le milieu. Les larves sont nourris tous les deux jours avec une quantité

de nourriture pour chat adaptée au nombre et aux stades présents.

Les taux de mortalités sont respectivement calculés :

Nombre de larves mortes
Nombre d’individus testés

Taux de mortalité larvaire =

Nombre de nymphes mortes
Nombre d’individus testés

Taux de mortalité nymphale =

Nombre de larves mortes+nombre de nymphes mortes

Taux de mortalité stades immatures= —— -
Nombre d’individus testés

Le nombre d’individus testés correspond a la somme du nombre d’individus morts du

stade ciblé et du nombre d’individus ayant atteint le stade adulte.

Des tests de Kruskal-Wallis suivis de tests de Wilcoxon (ajustés par la méthode de
Bonferroni) sont réalisés afin de mesurer I'influence de la semaine de récolte des oceufs et la
température appliquée sur le temps de développement des ceufs.

Résultats

1. Stades immatures

Les données proviennent des ceufs issus de la collecte en zone d’étude a Reichstett ainsi
gue des pieges pondoirs du réseau de surveillance du Bas-Rhin. En 2019, 567 ceufs, collectés
une fois par semaine entre le 16/05 et le 15/10 soit 19 semaines consécutives, ont été soumis
aux éclosions a une gamme de température qui varie entre 23,6°C et 28,3°C. En 2020, les ceufs
ont été collectés sur 18 semaines, entre 13/05 et 1/10, et 300 ont été soumis a des

températures similaires comprises entre 23,9°C et 28,5°C.
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Figure 17. Durée de développement larvaire en fonction de la semaine calendaire de récolte des
ceufs. Cette durée est calculée entre I'éclosion de I'ceuf et la nymphose de I'individu. Les données de

2019 et 2020 sont présentées ensemble.

La durée de développement la plus courte observée est de 4 jours a 26°C et 28°C et la
durée la plus longue de 29 jours a 23°C. La semaine de récolte est un parametre significatif
(Test de Kruskal X2: 109.12, df: 26, p-value 3.73*107?) influant sur la durée de
développement. En effet, les premiers ceufs a étre pondus (semaine 1) mettent
significativement plus de temps a atteindre I'age adulte que les suivants (Figure 17, tests
statistiques présentés en annexe 11). Cette différence n’est pas due au nombre de jours

d’immersion nécessaire a I'éclosion des ceufs (Tableau 6).

Tableau 6. Nombre de jours d’immersion nécessaire a I’éclosion des larves L1 d’Ae. j. japonicus. N

représente le nombre d’ceufs testés par température.

Température (°C) | 23 24 25 26 27 28

N= 72 174 337 285 314 172
Moyenne (jours) | 2,56 3,4 4,59 3,54 4,58 4,73
Ecart-type (jours) | 1,83 2,42 3,45 2,37 2,67 1,36
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Tableau 7. Durée de développement larvaire d’Ae. j. japonicus entre les stades L1 et L4 inclus. N

représente le nombre de larves ayant achevés leur développement, c’est-a-dire qui ont atteint le

stade nymphal.

Température | 23 24 25 26 27 28
(°C)

N= 60 118 253 150 157 131
Moyenne 10,58 11,43 10,83 9,27 9,96 10
(jours)

Ecart-type 5,04 4,56 3,48 2,15 3,09 3,48
(jours)

Le développement larvaire moyen entre 23°C et 28°C dure entre 9 et 11 jours (Tableau 7). Le

tableau 8 compile le nombre de jours total nécessaire jusqu’a la nymphose d’Ae. j. japonicus.

Les males ont tendance a émerger plus tot que les femelles, puisque les males, quelle que soit

la température, mettent en moyenne 2 jours a émerger tandis que les femelles mettent 2,5

jours.

Tableau 8. Durée de développement aquatique d’Ae. j. japonicus jusqu’au stade nymphal. II

correspond a la somme des durées nécessaires a I’éclosion et de durées de vie des stades larvaires.

des stades

immatures

Température | 23 24 25 26 27 28
Durée total | 13,14 14,83 15,42 12,81 14,54 14,73
moyenne
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Figure 18. Durée de développement entre I’éclosion et la nymphose en fonction de la température
du milieu. Les données 2019 et 2020 sont présentées ensemble. Le nombre d’individus est indiqué
en bas de la figure. ** signifie une différence significative au seuil a = 0,01, ici entre 23°C et 24°C et

entre 24°C et 26°C.

Parmi la gamme de température testée, il ressort que le développement des stades
immatures est le plus bas a 26°C, avec 12,8 jours nécessaires jusqu’a la nymphose (Tableau 9
et Figure 18). Le développement a 24°C est significativement plus long qu’a 23°C et 26°C
(Kruskal X2 126.58 df 26, pvalue 3.062*101>, annexe 11).
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Les taux de mortalités larvaires sont plus élevés que les taux de mortalités nymphales (Tableau
9). Selon la température, le taux de mortalité larvaire varie entre 16,7% et 46,8%. Pour les

nymphes, le taux de mortalité est compris entre 0% et 10,8%.

Tableau 9. Taux de mortalité des stades immatures d’Ae. j. japonicus. Le taux de mortalité total

correspond au cumul des larves et nymphes mortes.

Température (°C) | 23 24 25 26 27 28
Nombre 60 118 253 150 157 131
d’individus

(vivants)

Nombre de | 12 47 69 128 138 36

larves mortes

Nombre de | O 9 15 7 19 5

nymphes mortes

Taux de mortalité | 16,7 28,5 21,4 46 46,8 21,6

larvaire (%)

Taux de mortalité | O 7,1 5,6 4,5 10,8 3,7

nymphal (%)

Taux de mortalité | 16,7 32,2 24,9 47,4 50 23,8
total (%)
2. Imagos

La sex-ratio, présentée sous forme @F: @, est légérement en faveur des femelles, avec
une valeur moyenne de 47:53 (n=351). La sex-ratio la plus basse a été mesurée a 41:59 (n=78),

et la plus haute a 53:47(n=83).

Les femelles (n=186) ont tendance a vivre plus longtemps que les méles (n=165), avec

en moyenne 24 jours contre 19,25 jours respectivement.
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Discussion

Les ceufs éclosent et les larves se développent dans la gamme de températures testée
(23 2 28°C). Les taux de mortalités des larves et nymphes cumulées sont inférieurs ou égaux a
50%. Loptimum de température est déterminé a 26°C. La sex-ratio a I'’émergence est

légerement en faveur des femelles.

Dans sa zone d’origine, Chaves et Moji (2017) ont montré que les larves nécessitaient
au moins 12,41°C pour se développer jusqu’au stade adulte. Des études ultérieures en 2018
ont montré que le développement complet avec émergence d’adultes était réalisable entre 10
et 31°C, avec un optimum a 25°C (Reuss et al., 2018) . Nos résultats, testés sur une gamme de
température plus restreinte (entre 23°C et 28°C) et 'optimum de température permettant le

développement le plus rapide a été déterminé a 26°C.

Sur notre gamme de températures testées, Reuss et al. (2018) ont obtenu des taux de
mortalité différents des notres avec 48,5% a 23°C, 13,8% a 25°C, 6% a 26°C, 41,5% a 27°C et
28% a 28°C.

Contrairement a ces derniers auteurs, qui ont testé |'éclosion a 25°C avant d’utiliser les
larves a diverses températures (Reuss et al., 2018), nous avons placés les ceufs directement
aux températures testées, ce qui peut expliquer la variabilité de nos résultats. De plus, les
auteurs ont utilisé des ceufs collectés de mai a ao(t, afin d’éviter d’éventuels ceufs diapausants.
Ayant étudié la diapause, nous avons utilisé des ceufs collectés entre mai et novembre, en

n’analysant que les ceufs ayant éclos, éliminant ainsi les ceufs diapausants de notre étude.

En ce qui concerne la différence entre les deux sexes, les méales mettent 8 jours entre
I’éclosion et la nymphe entre 26 et 29°C, les femelles 1 jour de plus (Reuss et al., 2018). Aux
températures testées dans notre étude, nous avons constaté également une différence de 0,5
jours entre I'émergence des males et des femelles. A la température la plus basse (10°C) la
nymphose n’a lieu qu’au bout de 40 jours, soulignant I'impact réel de la température sur le
développement de ce moustique. Sur cette méme étude (Reuss et al., 2018), les données ont
une grande distribution entre 23 et 29°C. Une relation linéaire entre 10 et 29°C est aussi

montrée.

Reuss et al. (2018) n‘ont trouvé une déviation a I'équilibre au niveau de la sex-ratio qu’a
certaines températures (15,23 et 31°C) mais soulignent tout de méme un nombre légérement
supérieur de femelles par rapport aux males, ce que nos résultats ont aussi montré.
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Une approche mécanistique

Introduction

Les modeles sont par définition prédictifs, permettant d’anticiper I'effet de mesures de
contréle ou les nouvelles distributions des populations sous I'effet de divers scénarios tels que
le réchauffement climatique (Cunze et al., 2016, 2019; Marcantonio et al., 2016; Peach et al.,
2019). Les modeles sont généralement basés sur le climat ou le paysage : le climat définit une
gamme de température associée a un régime de précipitation tandis que le paysage va
influencer sur la présence d’autres especes (compétitrices, prédateurs) et la présence de divers
gites larvaires (Kerkow et al., 2019). Les modéles réalisés sur Ae. japonicus en zones colonisées
ont généralement pour but de comparer sa distribution (présente ou future) avec d’autres
espéces locales telles que Ae. togoi (Peach et al., 2019) ou également invasives telles que Ae.
albopictus (Cunze et al., 2016) en se basant sur la présence de 'espéece et le climat. En effet, la
température reste le principal facteur influengant la distribution actuelle et future des
moustiques (Marcantonio et al., 2016). D’autres approches comme l'utilisation des niches
écologiques (Cunze et al., 2019) permettent d’extrapoler la distribution future d’Ae. japonicus
dans un contexte de changement climatique ou encore d’utilisation des sols (Kerkow et al.,
2019). Enfin, les modeles permettent aussi de tester des scénarios de contrdles avant leur

utilisation, comme en Allemagne sur Ae. japonicus (Wieser et al., 2019)

Sur la base de I'adaptation d’'un modéle existant, notre but est de modéliser et prédire

la dynamique de population du moustique invasif Ae. japonicus dans le Bas-Rhin.

Matériel et méthodes

Wieser et al. (2019) propose un modele a compartiments (ceufs — larves — nymphes —
adultes). Dans cette derniére étude, la diapause est intégrée sous la forme d’un seuil de
température en dessous duquel, le temps de développement des ceufs est fortement rallongé.
Notre adaptation consiste a découper ce compartiment ceuf en deux : diapausant et non

diapausant, comme le présente la Figure 19.

Le modele utilisé par Wieser et al. (2019) s’appuie sur le package R « Stagepop » (Kettle

& Nutter, 2015) pour modéliser la dynamique de population. Ce modéle a donc recours a des

108



équations différentielles a retard sur du temps continue. Les taux de transitions entre les

différents compartiments sont donnés par :

dNi(t)
dt

= Ri(t) — Mi(t) — §i(t)Ni(t)

avec Ni le nombre d’individus du compartiment i selon le temps t, Ri(t) le recrutement au
compartiment i, Mi(t) le taux de maturation depuis le compartiment i, détaillé par la suite, et
Si(t) la perte au compartiment j, correspondant entre autre a la mortalité mais aussi tout

autre facteurs empéchant la transition au compartiment supérieur.

)

Mi(t) = Ri(t — 7i(t))Pi(t) (1 -
avec Ri(t) le recrutement au compartiment i, Pi(t) la fraction d’individus entrant dans le
compartiment i a t — 7i(t) qui ont survécu au temps t. Comme Wieser et al. (2019),
I'immigration et I'émigration sont négligées.

Nous proposons une modélisation de la dynamique de population sur 5 années,

représentées par une répétition d'année type. Cette année type propose pour chaque jour une

moyenne des températures journalieres de Strasbourg observées sur la période 2018 — 2021.

Concernant les valeurs des parametres des autres compartiments (larves, nymphes et
adultes), nous utilisons les données de THV déterminées dans ce chapitre a la partie
précédente sur la plage de températures entre 23°C et 28°C. En dehors de ces températures,
ainsi que les paramétres de durée de vie des adultes, du taux de reproduction et des taux de

mortalités a chaque stade, nous conservons les données issues de Wieser et al. (2019).
Pour I'ensemble des compartiments, les données de températures journaliéres

utilisées pour ce modele couvrent la période 2015-2020 a I'’échelle du Bas-Rhin.

Apres simulation, les résultats du modele sont comparés aux données de validation
constituées de relevés entomologiques réalisés entre 2018 et 2020 par le SLM67. Ces relevés
correspondent au nombre d’ceufs récoltés sur I'ensemble du Bas-Rhin toutes les deux

semaines chaque année entre Mai et Novembre a l'aide de piéges pondoirs.
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Figure 19. Représentation graphique du modeéle a compartiments adapté a partir de Wieser et al.
(2019). Le modele est constitué de quatre compartiments (ceufs, larves, nymphes et adultes). Les
taux de transitions entre les compartiments sont dépendants de la température. De plus, des taux
de mortalités s’appliquent a chaque compartiment. Dans un but d’améliorer le modéle, nous
proposons d’ajouter un compartiment « ceufs diapausants » (en orange), dont la transition (et donc

la poursuite du développement) dépend du facteur temps.

Résultats

1. Ajustement des valeurs des parametres

Les données de températures sont moyennées sur la période 2015-2020 afin d’obtenir une
année « type » qui servira pour I'ensemble des simulations. Dans cette partie, nous exposons

des simulations indépendantes pour chaque parametre.

Pour le développement embryonnaire, c’est-a-dire le temps entre la ponte et I'éclosion de
I',euf, deux ruptures de pentes sont observables avec un passage brut de la durée de
développement de 40 a 100 jours (Figure 20). L'une correspond a la condition énoncée par
Weiser et al. (2019) que le temps de développement des ceufs est fortement augmenté (100
jours) en dessous de 7°C. La seconde rupture de pente observée, autour du 200°™e jour de
I'année (Figure 20) correspond a l'intégration des THV observés entre 23°C et 28°C au cours

de cette thése.
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Nombre de jour nécessaire a I'éclosion
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Figure 20. Variation de la durée de développement des ceufs sur I'année type. La diapause n’est pas
prise en compte. Pour les températures entre 23 et 28°C observées entre les jours 180 (fin juin) et
220 (début Aolt), la durée de développement est paramétrée avec les temps observés sur notre
population. La durée de développement est considérée comme longue en dessous de 7,5°C et pour
les autres plages de températures, nous avons repris les parameétres proposés par Wieser et al.

(2019).
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Développement larvaire
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Figure 21. Variation de la durée de développement larvaire sur I'année type. Pour les températures
entre 23 et 28°C observées entre les jours 180 (fin juin) et 220 (début Aodt), la durée de
développement est paramétrée avec les temps observés sur notre population. La durée de
développement est considérée comme longue en dessous de 7,5°C et pour les autres plages de

températures, nous avons repris les paramétres proposés par Wieser et al. (2019).
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Figure 22. Variation de la durée de développement nymphal sur I'année type. Pour les températures
entre 23 et 28°C observées entre les jours 180 (fin juin) et 220 (début Aodt), la durée de

développement est paramétrée avec les temps observés sur notre population. La durée de
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développement est considérée comme longue en dessous de 7,5°C et pour les autres plages de

températures, nous avons repris les paramétres proposés par Wieser et al. (2019).

Pour les larves (Figure 21) et les nymphes (Figure 22), nous n‘observons pas de rupture de
pente du fait d’avoir inclus nos données de THV pour les développements entre 23 et 28°C

(tout en maintenant les données de Wieser et al. (2019) en dehors de ces températures).

2. Exploration de l'influence de la diapause dans la modélisation

Oeuf
Larves
Nymphes
— Imagos

Densité relative
0.00 0.05 010 0.15 020 025 030 0.35

‘Al."‘ _AA.A‘l .j.)" .Jll‘ _Ajjl :

0 1 2 3 4 5

Année

Figure 23. Modélisation de la dynamique de population d'Ae. japonicus dans le Bas-Rhin, sans prise
en compte de la diapause. L'année 1 est montrée mais met en place le modéle, les données ne sont
donc pas interprétées. Les oeufs sont présentés en rouge, les imagos en violet, les larves en vert et
les nymphes en bleu. Le nombre d’années est présenté en graduation principale de I'axe des

abscisses, les graduations secondaires présentent le nombre de jours.

Une premiere simulation intégrant I'ensemble des paramétres sauf la diapause, est
réalisée et représentée sur la Figure 23. On observe que la population d’Ae. japonicus se
maintient sur au moins cing années consécutives. Le compartiment ceufs est de loin le plus
important et regroupe le plus d’individus. Les imagos comparativement sont moins nombreux,
de mémes que les stades aquatiques. Entre les mois de juillet, ao(t et septembre, les ceufs
présentent une distribution bimodale. Entre janvier et juillet (de 0 a 200 jours), des pics moins
importants sont présents, montrant que, en l'absence de diapause, des températures
favorables a I’éclosion surviennent dans le Bas-Rhin avant I'été. De ce fait, le modeéle n’est pas

réaliste avec la saisonnalité des ceufs observées dans le Bas-Rhin (Figure 24).
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Figure 24. Saisonnalité des ceufs dans le Bas-Rhin. Les années de 2018 a 2020 sont représentées,
entre les semaines 21 (fin Mai) et la semaine 45 (début Novembre). En dehors des semaines
présentées, aucun ceuf n’a été collecté. Les courbes de chaque année présentent deux pics

distincts.
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Figure 25. Modélisation de la dynamique de population d'Ae. japonicus dans le Bas-Rhin, en prenant
en compte un taux fixe de diapause. Lannée 1 est montrée mais met en place le modele, les données
ne sont donc pas interprétées. Les ceufs sont présentés en rouge, les imagos en violet, les larves en
vert et les nymphes en bleu. Le nombre d’années est présenté en graduation principale de I'axe des

abscisses, les graduations secondaires présentent le nombre de jours.
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Une seconde simulation intégrant I'ensemble des paramétres incluant un taux fixe de
la diapause (90% entre les mois de septembre et décembre) est représentée sur la Figure 25.
On constate que ce modeéle ne présente plus les multiples pics de présence d’ceufs durant les

mois d’hiver. Cependant la distribution bimodale des ceufs n’est plus présente.

Discussion

LUexploration de simulations a partir d’'une adaptation du modele de Wieser et al.
(2019) nous a permis de montrer que les populations d’Ae. japonicus peuvent se maintenir sur
plusieurs années dans le Bas-Rhin. La prise en compte de la diapause améliore grandement la
modélisation. Le compartiment ceuf est celui présentant la densité la plus élevée et suit une

distribution bimodale.

Toutefois, a ce stade seule une diapause fixe a été incluse dans les simulations, i.e.
I'ensemble des ceufs deviennent diapausants a partir du 15 septembre et jusqu’a fin
décembre. Une premiére perspective viserait a intégrer I'évolution saisonniére du taux de
diapause des ceufs. En effet, sur la base des résultats de I'étude de la diapause décrits
précédemment (Krupa et al. 2021), nous déterminons quatre paliers de ratio ceufs
diapausants/non diapausants afin d’améliorer I'apport de la diapause dans I'interprétation du

modeéle :

- Entre janvier et fin avril, aucun ceuf n’est diapausant,
- Entre le 1°" Mai et le 1ler aout, 10% des ceufs sont diapausants,
- Enété entre le 1°" aout et le 15 septembre, 50% des ceufs sont diapausants,

- Et enfin entre le 15 septembre et fin décembre, 90% des ceufs sont diapausants.

En ce qui concerne d’autres modélisations pour Ae. japonicus, Peach et al. (2019)
montrent dans leur modeéle une expansion vers le Nord des Etats-Unis. En Europe, Cunze et al.
(2016) montrent que le changement climatique va diminuer la distribution d’Ae. japonicus,
limitant sa présence a une zone centrale en Europe correspondant a la vallée du Rhin
supérieur, la Suisse et la Croatie. Selon le modele appliqué, la température moyenne du quart
le plus froid (Cunze et al., 2016; Peach et al., 2019), la différence de températures diurnes
(Peach et al., 2019) ou les précipitations annuelles (Cunze et al., 2016) ont le plus d’impact sur

la présence d’Ae japonicus.
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De maniére générale, les modeéles sont principalement limités par le manque de
données. Ainsi, les difficultés d’échantillonnage peuvent provoquer des absences de données
et le modele lié peut donc sous-estimer l'occurrence actuelle et donc sous-estimer la
prédiction de distribution future (Peach et al., 2019). Labsence de réelles données d’absence
d’une espéce (et non pas I'absence de données) peuvent aussi impacter I'évaluation du modéle
(Kerkow et al., 2019). Par ailleurs, certains facteurs comme la compétition peuvent ne pas étre

pris en compte pour simplifier le modeéle (Peach et al., 2019).

Nous avons utilisé les valeurs de parametres indiquées par Wieser et al. (2019) et issues
de la littérature (Reuss et al., 2018; Wieser et al., 2019), en modifiant les valeurs des
parametres pour lesquels ils avaient été déterminées sur notre population (chapitre VI). Dans
la représentation indépendante du paramétre diapause, la simplification de la diapause faite
par Wieser et al. (2019) avec le seuil de température de 7°C auquel les ceufs n’éclosent pas, a
été légerement augmentée a 7,5°C sur la base des observations de notre population locale
(Krupa et al., 2021). Les adaptations issues de I'étude des THV sur notre population, n‘ont pas
le méme impact sur la modélisation : celles réalisées sur le compartiment ceuf sont celles qui
ont le plus impacté le modele. Concernant les autres compartiments, les ajustements des

parameétres des compartiments larves et nymphes ont peu influencé le modéle.

Les auteurs du modeéle rapportent que dans certaines zones d’Allemagne, Ae. japonicus
persiste d’année en année (Schwarzwald, proche de la frontiére francaise) alors que dans
d’autres zones (Allgai, proche de la frontiére autrichienne), les populations ne se maintiennent
pas et 'espéce s’éteint (Wieser et al., 2019). Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus en
Forét Noire (Schwarzwald) confirmant donc cette derniére étude qui suspectait que le long du

Rhin était une zone tres favorable a Ae. japonicus et a son implantation durable.

On retrouve un patron de distribution bimodale pour le compartiment ceuf au cours
des années, ce qui est observé a I'état naturel (Krupa et al., 2021). Ce compartiment est celui
qui présente a la fois le plus grand nombre d’individus, mais aussi le taux de mortalité le plus
élevé. Le nombre d’ceufs produits pourrait compenser la mortalité induite par des événements

hasardeux défavorables (Wieser et al., 2019).

La prise en compte de la diapause apporte un réel atout a la modélisation. D’autres
parametres pourraient étre ajoutés au modele, comme la mortalité due a la prédation et au

parasitisme comme suggéré par Wieser et al. (2019). De méme, les capacités de dispersion
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pourraient étre ajoutées, permettant de spatialiser le modéle. Un tel modéle permettrait de
prédire la colonisation de territoire et a terme d’évaluer les échanges entre les populations de

moustiques.
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Chapitre VI. Discussion et conclusion

Bioécologie de I’'invasion

Comprendre l'introduction et l'invasion des espéces passe par la compréhension des
moyens d’introduction et de transport, 'environnement local, 'écologie de I'espece introduite
et des communautés d’especes locales (Crowl et al., 2008). Les interventions humaines, via le
transport voulu ou non des especes hotes et des pathogenes facilitent 'émergence de
maladies humaines ou animales (Stuart et al., 2020). La modification de I'environnement est
aussi un facteur clef dans I'introduction et I'expansion des especes invasives (Wilkerson et al.,
2021). Laugmentation de la fréquence des mouvements de populations humaines affecte
alors les invasions biologiques (Crowl et al., 2008). Ces invasions biologiques influencent la
biodiversité et les relations des systéemes hote/vecteur/pathogéne (Stuart et al., 2020). La
fréquence et I'amplitude des invasions biologiques sont déterminées entre autre par le climat,
I'utilisation des sols et le transport humain. Ces facteurs interagissent entre eux lors de la
colonisation des especes invasives (Crowl et al., 2008; Wilkerson et al., 2021). Linvasion d’une
espéece modifie aussi la structure et la fonction de I'écosystéeme colonisé, impactant les services
écosystémiques produits (Crowl et al., 2008). Les pathogénes liés a I'espece invasive peuvent
aussi étre introduits, impactant la santé humaine et animale et modifient les interactions

biotiques de I'écosysteme (Crowl et al., 2008; Stuart et al., 2020).

Le succes d’invasion d’une espéce et son impact vont dépendre du stade d’invasion auquel
elle se place (introduction de 'espéce, adaptation et naturalisation, expansion de son aire de
répartition). L'impact est donc d’autant plus important que l'espéce invasive est présente
depuis longtemps, car elle est d’autant plus susceptible d’étre adaptée a I'environnement
(Stuart et al., 2020). Le climat et I'utilisation des sols interagissent de plus avec le réseau des
populations humaines (Crowl et al., 2008). Le climat crée par ailleurs de nouvelles associations

vecteur/pathogéne (Stuart et al., 2020).

En ce qui concerne le succes d’invasion d’Ae. japonicus, bien que ce moustique ne soit ni
un compétiteur supérieur ni un colonisateur exigeant (Murrell et al., 2015), I'altération des
habitats couplée a son comportement et ses larges préférences de sites de pontes favorisent

I'expansion de cette espece (Hardstone & Andreadis, 2012). Bien que la diapause
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d’Ae. japonicus n’avait jamais été clairement démontrée au début de cette thése, Hardstone
et Andrealis (2012) estimaient que la diapause et la résistance a la sécheresse des ceufs

pouvaient faciliter son implantation et sa survie en zone colonisée.

Parametres importants du succes d’invasion

1. Dispersion

La dispersion est un élément clef dans la caractérisation des espéces invasives qui, par
définition, s’étendent hors de leur aire de distribution native. De plus, I'augmentation de l'aire
de distribution est une donnée importante pour caractériser le succés d’invasion (Stuart et al.,

2020).

Lorsqu’une une espéce disperse, elle peut transporter avec elle ses pathogénes, créant des
occasions pour I'émergence de maladies (Stuart et al., 2020). La caractérisation des capacités
de dispersion est donc d’autant plus importante qu’elle concerne des espéces vectrices comme
certains moustiques dont Ae. japonicus. Comme nous I'avons vu au chapitre | (page 26) cette
espéce est entre autre vectrice du virus de Cache Valley, du virus de I'encéphalite La Crosse et
du virus du Nil Occidental. Aedes japonicus est mammalophile mais aussi ornithophile
(Schonenberger et al., 2016) et une dispersion active verticale a été observée par des collectes

jusgu’a 7 metres de haut dans la canopée des arbres (Anderson et al., 2006).

Il est possible de mettre en place plusieurs méthodes pour obtenir des parameétres de
dispersion sur les moustiques. Pour étudier la dispersion, il faut généralement commencer par
déterminer les zones de présence de |'espéce. Cela passe par la capture des individus et le
piégeage d’Ae. japonicus ne s’avere pas si aisé. En effet, alors que certains auteurs réussissent
a capturer des imagos a l'aide de piéges de type CDC miniature light trap (Gainesville, FL, U.S.A)
(Anderson et al., 2006), d’autres comme Egizi et Fonseca (2015) n’ont pas réussi a collecter ce
moustique a I'aide de ce méme piege. De méme, au cours de cette derniere étude, aucune
capture n’a été réalisée a I'aide du piege Biogent sentinel trap et les auteurs ont donc privilégié
la collecte d’Ae. japonicus aux stades immatures aquatiques (Egizi & Fonseca, 2015). Balestrino
et al. (2016) ont déterminé ultérieurement l'efficacité du piege CDC dans la capture
d’Ae. japonicus par l'utilisation de lumiére ou d’attractant (CDC-IGU, basé sur de I'octénol)

pour augmenter le succés de capture des adultes. Méme en présence de fortes abondances
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de ce moustique, la capture d’adultes d’Ae. japonicus reste donc hasardeuse, ce qui peut étre
un frein pour la mise en place de futures études portant sur les capacités de dispersion de
cette espece, via notamment la technique du capture-marquage-recapture. Par ailleurs, la
collecte des ceufs a l'aide de pieges pondoirs est généralement privilégiée pour la capture de
ce moustique (Balestrino et al., 2016). Cependant, cette méme étude a montré que l'ajout
d’infusion de foin ou de feuilles de chénes comme attractif naugmentait pas significativement
les collectes d’ceufs. Les pieges pondoirs sont d’ailleurs la méthode recommandée pour le suivi
des espéces de creux d’arbres et en particulier pour les espéces invasives telles que

Ae. albopictus et Ae. japonicus (Schaffner et al., 2013).

Les études qui se réalisent in situ permettent alors de déterminer les capacités de
dispersion réelles sur le terrain (Verhulst et al., 2013). L'une des techniques les plus utilisées
sur le terrain est la capture-marquage-recapture, qui utilise les pieges cités précédemment lors
des phases de capture et recapture. Ces études sont cependant soumises aux conditions
environnementales locales et peu reproductibles, ce qui peut limiter I'utilisation des résultats
obtenus. Les parametres étudiés qui influencent la dispersion sont généralement de type
climatique (températures) ou physique (vitesse du vent, présence de végétation). Une seconde
approche pour obtenir des paramétres de dispersion consiste a réaliser des expériences en
laboratoire. Lavantage principal est le controle de divers parametres connus pour influencer
la dispersion et les capacités de vol, comme la physiologie ou le statut nutritionnel (Minter et
al., 2018). Des parametres supplémentaires peuvent étre aussi testés au laboratoire comme
I'effet de diverses odeurs, combinant I'étude des capacités de vol avec le comportement des
moustiques, dans un but de mieux comprendre les mécanismes propres du moustique qui
influencent sur sa dispersion. Une derniere approche d’études de la dispersion consiste a faire
appel a des modeles mathématiques. Ces derniers sont a la fois un outil permettant de
déterminer les capacités de dispersion, en modélisant la progression d’une espéce dans le
temps, mais aussi un outil d’application des données de dispersion obtenues par les approches
présentées précédemment (Cailly et al., 2012; Lutambi et al.,, 2013). Les modeles doivent
cependant étre alimentés par des parametres, obtenus par les techniques présentées
précédemment. Les avantages et inconvénients de ces techniques sont présentés en annexe

12.
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Pour étudier pour la premiére fois les capacités de vol d’Ae. japonicus, une approche

en laboratoire semblait alors plus intéressante et réalisable.

L'étude du comportement, de vol notamment, s'est démocratisée avec la baisse des
colits de matériels électroniques et les logiciels open sources et pouvant étre modifiés par
['utilisateur pour s’adapter au mieux a son protocole. D'autres approches permettent
également de réduire le co(t. Ainsi, pour étudier le comportement de drosophiles, Geissmann
et al. (2017) ont utilisé des ordinateurs miniatures (Raspberry Pi) et des structures en Lego©,
en carton ou imprimées en 3D. Les caméras infrarouges ont été utilisées de maniere
automatisée afin de réaliser le budget temps individuel de plusieurs drosophiles (Branson et

al., 2009).

Bien que le flight mill soit une technique utilisée depuis longtemps (Rowley et al.,
1967), la méthode de récolte des données est variable : détecteur optique de toutes sortes
(Attisano et al., 2015; Castro et al., 2014; Rowley et al., 1967), détection du champ magnétique
lié a l'utilisation d’aimants (Hahn et al., 2017), ou enregistrement vidéo. Nous avons décidé
d'utiliser un systeme vidéo, afin de conserver une trace de chaque vol et de pouvoir
ultérieurement réaliser des analyses approfondies. Afin de faciliter I'exploitation des résultats
obtenus par le flight mill et le systéeme d'enregistrement vidéo, nous avons également choisi

d'utiliser un logiciel de tracking.

Plusieurs logiciels existent, chacun développé dans un certain but et présentant donc
chacun leurs avantages (comme la possibilité de réaliser un suivi en 3 dimensions ou un suivi
de plusieurs individus en méme temps) mais aussi leurs inconvénients, en terme de format de
vidéos par exemple. Pour nos analyses de flight mill, la trajectoire est fixe (cercle de 34,54cm)
et en 2 dimensions. Un seul individu est suivi a la fois mais la taille du moustique peut étre
limitante pour la détection par le logiciel. Les logiciels réalisant du suivi en 3 dimensions
comme 3Dtracker (3dtracker.org), Winanalyse (Mikromak, Berlin, Allemagne) ne sont donc pas
adaptés a notre étude. Le logiciel Biosence (Patman et al., 2018) a montré ses capacités a
détecter divers insectes de toutes tailles et peut méme réaliser du suivi simultané de plusieurs
individus. Cependant le logiciel n'était pas encore disponible au moment du démarrage de
notre étude. IdTracker (Pérez-Escudero et al., 2014) offre la possibilité de suivre
simultanément plusieurs individus et de conserver l'identité de chacun des individus, méme

lorsqu'ils disparaissent momentanément du champ de la caméra. Ce logiciel n'a pour le
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moment pas été testé sur insectes et ses fonctionnalités innovantes n’étaient pas nécessaires
pour notre étude. Le suivi de plusieurs fourmis en simultané a été réalisé par un logiciel
similaire, Biotracking (bio-tracking.org). Cependant les besoins informatiques du logiciel
n’étaient pas en adéquations avec nos systemes. Le logiciel Toxtrac (Rodriguez et al., 2018)
nous a donc paru étre le logiciel le plus adéquat a utiliser pour I'analyse des vidéos du flight
mill et de futures expériences sur les capacités de vol des moustiques. En effet ce logiciel a fait
ses preuves en réalisant le suivi sur plusieurs familles d'insectes différentes. Il offre de plus,
pour des études futures, la possibilité de suivi simultané de plusieurs individus et de
sélectionner des zones d'intérét. Nous avons utilisé cette derniere fonctionnalité afin de limiter
le suivi du moustique dans un cercle défini, afin que des éventuelles perturbations hors de
cette zone n'affectent pas le suivi. La majorité des logiciels cités précédemment repose sur une
méthode d'analyse de type 'retrait de I'environnement" (background substraction), ou
I'animal en mouvement est détecté par rapport a la modification de I|'environnement
(apparition/disparition) qu'il entraine a I'image. Pour que cette méthode soit optimale, il est
donc nécessaire d'avoir un environnement uniforme, fixe, en lumiere constante et que le

contraste entre |'animal suivi et le fond soit le plus élevé possible.

Le vol forcé par le flight mill n'est pas naturel mais il convient a I'observateur de déterminer
et de réaliser son protocole afin que ce vol soit le plus similaire (Minter et al., 2018). Les études
réalisées a l'aide d’un dispositif de flight mill peuvent donc varier selon la méthodologie
appliquée et selon le dispositif lui-méme. Les comparaisons sont donc plus objectives
lorsqu’elles proviennent d’études utilisant un méme dispositif et une méme méthodologie
(Briegel, Knisel, et al., 2001; Briegel, Waltert, et al., 2001; Kaufmann et al., 2013). Dans l'article
présenté au chapitre Ill, nous avons comparé les distances obtenues chez Ae. japonicus avec
Ae. aegypti (Briegel, Knisel, et al., 2001) et Ae. albopictus (Kaufmann et al., 2013). Ces deux
derniéres espéces mentionnées peuvent étre élevées en laboratoire. Reproduire les
expériences du flight mill avec ces espéces dans notre laboratoire permettrait d’obtenir des
résultats supplémentaires pour comparer ces espéces a Ae. japonicus, dans les mémes
conditions expérimentales, et également de mesurer l'impact du dispositif et de la

méthodologie sur les résultats obtenus, en comparaison avec la littérature.

En laboratoire justement, Ae. albopictus montre des capacités de vol de plusieurs

kilometres (Kaufmann et al., 2013). Sur le terrain pourtant, ce sont plutot de 75 a 200 metres
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environ qu’il parcourt (Verdonschot & Besse-Lototskaya, 2014), méme si de récentes études
tendent vers le kilometre parcouru, comme par exemple avec 844 meétres observés en Suisse
(Vavassori et al., 2019). Aedes albopictus disperserait majoritairement par dispersion passive,
a l'aide du trafic routier par exemple (Miller et al., 2020) : le vol actif des femelles est
secondaire face au transport passif des ceufs ou des imagos (Trajer et al., 2017). Au contraire,
la dispersion d’Ae. japonicus est plus en faveur d’une dispersion active (Miiller et al., 2020), et
nous avons montré qu’Ae. japonicus était capable de voler en une seule fois jusqua 11
kilometres. Au vue de sa taille supérieure et de nos résultats sur flight mill (chapitre IV), nous
pouvons donc raisonnablement supposer qu’en conditions naturelles, Ae. japonicus est un
plus grand disperseur que le moustique tigre. Ce raisonnement est d’autant plus probable
gu’Ae. japonicus a une large préférence trophique pouvant guider cette dispersion, alors
qgu’Ae. albopictus, trés anthropophile, peut restreindre son périmétre de dispersion en zone

urbaine en raison de la forte densité d’hbtes et de gites.

Les données obtenues par le flight mill pourront étre complétées par des études de budget
temps. En effet dans de telles études, les moustiques sont laissés en vol libre, et
I'enregistrement vidéo sur 24 heures, apres analyse, peut permettre de déterminer le temps
passé aux divers comportements, comme le vol (Lebon et al., 2018; Wilkinson et al., 2014). En
utilisant ce temps par rapport aux données de vol jusqu'a épuisement, ces expériences
complémentaires permettraient d'estimer de facon plus réaliste la distance journaliere
parcourue par Ae. japonicus. De fagons similaires, du capture-marquage-recapture pourrait
aussi étre une piste envisagée pour compléter I'étude de la dispersion d’Ae. japonicus en
milieu naturel, tout en prenant en compte que le piégeage de cette espéce au stade adulte est
hasardeux comme présenté précédemment et que son élevage en laboratoire en vue d’obtenir
de fortes densités d’individus a relacher reste difficile (voir Encart informatif n°1 ci-dessous).
Initialement prévues dans I'étude des capacités de vol en utilisant le flight mill (chapitre IlI),
les conditions « femelles gorgées » et « femelles gravides » n‘ont pas pu étre intégrées pour la

méme raison, a savoir les difficultés d’obtenir de telles femelles dans notre élevage.

Encart informatif n°1 : captivité en laboratoire

Durant ces trois années, nous avons tenté d’élever Ae. japonicus en insectarium a partir

d’une souche sauvage, collectée a Reichstett, afin de disposer de I'espéce toute 'année et de
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ne pas étre dépendant des abondances variables dans I'environnement. Le maintien et le
développement des stades immatures ont été réalisés avec succes. La premiere difficulté
rencontrée a été le maintien des individus adultes, qui a été résolu en augmentant I’humidité
a plus de 70% et en réalisant une cage spécifique, contenant de la vermiculite pour conserver
I’humidité ainsi que diverses cachettes pour offrir de 'ombre. Le repas de sang reste une étape
délicate, nécessitant de collecter les femelles et de les gorger avec un systeme Hémothek©
dans une boite dédiée, afin de les contraindre dans I'espace, agrémentée d’un bas de collant
porté par un humain durant 2 a 4 heures auparavant pour stimuler la prise de repas de sang.
L'étape critique est la reproduction, en particulier l'accouplement. Nous avons testé
I'utilisation d’une lumiére stroboscopique (Somboon & Suwonkerd, 1997) pour stimuler
I'accouplement, de méme que l'utilisation d’une cage plus grande (100cm x 45cm x 45cm

contre 30cm x 30cm x 30cm en routine), sans succes.

Bien que nous n’ayons pas réussi a maintenir cette espece en insectarium a I'année,
I'élevage d’Ae. japonicus reste possible. Williges et al. (2008) ont réussi a maintenir
Ae. japonicus pendant 28 générations, dans des cages de 61cm x 61cm x 61cm, avec des
gorgements sur oiseaux. Cependant I'un des problemes qu’ils ont rencontré fut la forte
mortalité des ceufs. Laccouplement libre n’est possible qu’a fortes densités (Williges et al.,
2008). Hoshino et al. (2010) ont utilisé des cages de 40cm x 40cm x 100cm avec des
gorgements sur souris. lIs ont maintenu I'espéce sur 5 ans, obtenant 35 générations. Les
premiéres générations ont été gorgées sur Homme et les auteurs ont eu recours aux
accouplements forcés. Cependant I'accouplement forcé ne permet l'obtention que de rares

ceufs et est donc un challenge supplémentaire pour I'élevage en laboratoire (Bova et al., 2019).

2. Diapause

Aedes albopictus et Ae. japonicus sont toutes deux des espéces invasives en Europe et
présentes dans le nord-est de la France. Etant I'espéce de moustique la plus invasive au monde
et vectrice de graves maladies (causées par les virus de la dengue, du Zika, ou du chikungunya),
la biologie du moustique tigre est plus étudiée que celle d’Ae. japonicus, et notamment la

diapause.

Le mécanisme de la diapause est alors considéré comme adaptatif, répondant aux

conditions de I'environnement puisque la diapause est expérimentalement devenue plus
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importante en seulement 3 générations lors d’un transfert de populations de moustiques tigre
(Medley et al., 2019). Une adaptation aussi rapide démontre également du role clef que joue
la diapause dans la survie de I'espece en zones tempérées. La diapause est donc connue
comme un avantage chez les espéces invasives, pour le passage de |'hiver de I'espéce en zone

colonisée mais aussi pour sa dispersion (Tauber et al., 1986).

Chez Ae. albopictus et Ae. japonicus, le stade prédiapausant est I'imago femelle (Bova et
al., 2019; Lacour et al., 2014a) ce qui est similaire a des especes phylogénétiquement proches
comme Ae. togoi et Ae. atropalpus (Bova et al., 2019). La photopériode influence ces deux
premieres especes mais est mieux connue chez le moustique tigre (P. A. Armbruster, 2016;
Lounibos et al., 2003). Bien que séparés de plusieurs centaines de kilométres, la photopériode
critique d’Ae. japonicus dans le nord-est de la France (Krupa et al., 2021) est proche de celle
du moustique tigre dans le sud de la France (Lacour et al., 2015a). Par ailleurs, les deux espéeces
mentionnées pondent des ceufs résistants a la sécheresse (Urbanski, Benoit, et al., 2010;

Versteirt et al., 2009).

En plus de démontrer I'existence d’une vraie diapause chez Ae. japonicus, nous avons
montré au chapitre IV que le taux de diapause chez Ae. japonicus était variable au cours de
I'année, avec notamment un taux basal de 10% des le début de saison de ponte de ce
moustique. Chez le moustique tigre, le taux de diapause est aussi connu et variable au cours
de la saison de ponte, dans différents pays ou régions (P. A. Armbruster, 2016; Lounibos et al.,
2003; Medley et al., 2019; Mori et al., 1981). La croissance du taux de diapause est retrouvée
constante d’une année sur l'autre pour les deux espéces (Krupa et al., 2021; Lacour et al.,

2015b).

Cependant, la diapause chez Ae. japonicus reste un élément de connaissance a
approfondir. Chez Ae. albopictus le taux de diapause est différent entre les souches tropicales
et celles issues de pays tempérés (Lacour et al., 2014b; Lounibos et al., 2003). U'hypothese
d’une différence entre des populations d’Ae. japonicus sur la production d’ceufs diapausant
n’a pas été testée. L'influence de la diapause pourrait varier selon un gradient longitudinal,
supporté par des différences génétiques et phénotypiques (Medley et al.,, 2019).
Comparativement, I'embryogenése des ceufs du moustique tigre est décrite dans la littérature,
et notamment les différences qui existent entre les ceufs non-diapausants et diapausants

(Lacour et al., 2014b). Le mécanisme de stockage des lipides ainsi que leur utilité dans la
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diapause a également été décrit a plusieurs reprises (Batz & Armbruster, 2018; Reynolds et al.,
2012). De méme, les facteurs terminant la diapause sont aussi connus pour cette espece
(Suman, Wang, et Gaugler 2015), alors qu’ils restent inconnus a ce jour chez Ae. japonicus.
Lexpression d’un gene exprimant une protéine de la membrane épithéliale a été décrit comme
pouvant jouer un réle dans la diapause (Urbanski, Aruda, et al., 2010). Chez Anopheles
gambiae, Meuti et al. (2015) ont montré que le cycle circadien influencgaient I'expression de
différents genes. Chez un autre moustique, Culex pipiens, ce sont les genes impliqués dans le
récepteur a insuline FOXO qui entrainent la diapause chez les femelles hivernantes (Sim et al.,
2015). Les découvertes présentées dans ces articles pourraient donc servir de pistes de
recherches pour comprendre les facteurs génétiques qui entrent en jeu dans le mécanisme de

la diapause d’Ae. japonicus.

3. Traits d’histoire de vie

Dans le but d’aborder ultérieurement la modélisation de dynamique de population
d’Ae. japonicus dans le nord-est de la France, nous avons mesuré des THV sur notre
population. Aedes japonicus, comme beaucoup d’insectes, présente un syndrome de THV de
type stratégie R (Egizi & Fonseca, 2015), avec beaucoup d’ceufs produits mais avec une
mortalité non nulle. Ainsi, nous avons déterminé chez Ae. japonicus un taux constant moyen
d’environ 17% de mortalité dans les pontes (chapitre IV). Pour les larves, ce taux est variable
selon les températures testées, mais est inférieur a 50% (chapitre V). Les nymphes sont le
stade présentant le taux de mortalité le plus faible avec 11% ou moins, selon la température
(chapitre V). Comparativement chez Ae. albopictus, le taux de mortalité est aussi variable et

inférieur a 50% entre 15°C et 30°C (Delatte et al., 2009).

La température est connue pour influencer le temps de développement des stades
immatures, le taux de survie et la longévité des imagos (Delatte et al., 2008). De méme, la
température va influencer la taille des imagos et la durée du cycle gonotrophique des femelles,
et donc indirectement la fécondité (P. Armbruster & Hutchinson, 2002; Briegel &
Timmermann, 2001; Delatte et al., 2008). Chaque espéce a ainsi ses préférences thermiques
et une méme variation de température peut affecter différemment les espéces. Ainsi, les taux
de mortalités des stades immatures d’Ae. japonicus sont supérieurs a 50% lorsque les

températures sont inférieures a 5°C (Reuss et al., 2018). Ces mémes auteurs ont montré que
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le développement jusqu’au stade adulte était possible pour Ae. japonicus entre 10°C et 31°C,
avec un optimum a 25°C. Au cours de cette thése, nous avons trouvé sur nos spécimens un
optimum a 26°C, proche de l'étude de Reuss et al. (2018) (chapitre V). A l'aide de Ia
modélisation, cette méme étude a montré que la température minimale requise pour le
développement de cette espéce est de 7°C. Pour le moustique tigre, la gamme est décalée vers
des températures plus chaudes pour une population provenant de I'Océan Indien, avec un
développement possible entre 15°C et 35°C et un optimum de 29,7°C (Delatte et al., 2009). La
température minimale requise déterminée par modélisation est de 10,4°C (Delatte et al.,
2009), soit 3,4°C de plus que pour Ae. japonicus. Les gammes de températures et optimum
peuvent donc varier selon la région d’olu provient la population (Reinhold et al., 2018). Par
exemple pour Ae. aegypti, une espéce plutot tropicale, le développement jusqu’au stade
adulte se réalise entre 16°C et 34°C, avec un optimum bien supérieur que ceux décrit
précédemment, a 32°C (Christophers, 1960).

Pour Ae. albopictus, le développement varie entre 8,8 jours (30°C) et 35 jours (15°C)
(Delatte et al., 2009). Pour Ae. japonicus, celui-ci varie entre 10 et 10,8 jours (29°C) pour les
males et les femelles respectivement, et entre 31,1 et 32,4 jours (15°C) (Reuss et al., 2018).
Nous avons testé une gamme de température plus réduite, et nos résultats présentent donc
une variation moins importante, avec un développement achevé entre 9,3 et 11,4 jours a 26°C
et 24°C respectivement. Le développement est encore ralenti a 10°C chez Ae. japonicus avec
57,5 a 59,3 jours nécessaire pour atteindre le stade adulte (Reuss et al., 2018), alors qu’aucune

larve d’Ae. albopictus ne survivrait a cette température (Delatte et al., 2009).

D’autres facteurs peuvent également influencer ces parametres. Par exemple, il a été
montré que le taux de protéine contenu dans la nourriture a une influence sur la rapidité de
développement et réduit la mortalité des larves. De plus, ce taux de protéine est associé a

I'augmentation de la taille des imagos a 'émergence (Bock et al., 2015).

Nous avons montré que I'abondance d’Ae. japonicus dans le nord-est de la France suivait
une distribution bimodale entre Mai et Novembre, avec une abondance plus forte en été et
au mois d’Octobre (Krupa et al., 2021) (chapitre IV). Cette phénologie est similaire a celle
observée sur d’autres populations rencontrées aussi bien dans son aire d’origine comme en
Asie (Iriarte et al., 1991; Tanaka et al., 1979) qu’a celles issues de zones colonisées comme en

Allemagne (Frih et al.,, 2020). Selon les conditions environnementales, les températures
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rencontrées en Europe permettent la survie d’au moins une génération d’Ae. japonicus par an,
le plus souvent plusieurs, notamment en Allemagne (Reuss et al., 2018). Rochlin et al. (2013)
ont par ailleurs déterminé que les étés humides favorisent la présence d’Ae. japonicus tandis
que les hivers cléments sont favorables a la présence d'Ae albopictus 'année suivante. Le
changement climatique pourrait donc favoriser I'expansion de ces espéces, laissant la place a

tout un champ d’investigation future.

Les interactions entre Ae. japonicus et d’autres especes parasites ou prédatrices sont
peu étudiées. Or, les interactions biologiques peuvent influencer les THV : les prédateurs
exercent une pression sur les THV de leurs proies, réduisant souvent la durée des stades
immatures (Michalakis & Hochberg, 1994). De méme, les parasites influencent les THV de leur

hotes selon le stade infesté (Michalakis & Hochberg, 1994).

4. Dynamique de population et modélisation

La modélisation nécessite des connaissances sur la distribution spatiale, la
démographie et le comportement de I'espéce ou des especes ciblées, de méme que des

caractéristiques de I'environnement biotique et abiotique (Crowl et al., 2008).

Par exemple chez le moustique tigre, ses données de présence et d’abondance,
couplées a des données environnementales mais aussi humaines, comme les densités de
populations ou les axes routiers, permettent d’expliquer et de prédire la dispersion de cette

espéce (Roche et al., 2015).

La niche écologique est basée sur la présence de |'espéce cible a une localisation précise,
permettant de définir un climat et un paysage, considérés comme de fait favorables (Cunze et
al., 2019). Pour Ae. japonicus, divers modeles montrent que sa niche écologique de
température en zone colonisée en Europe ressemble a celle de son aire d’origine, et est plus
restreinte que celle d’Ae. albopictus (Cunze et al., 2016). En Europe, la niche écologique
colonisée correspond a 48% a celle de son aire d’origine. Aux Etats-Unis, la niche colonisée ne
reprend que 52% de la niche de son aire d’origine, et subit une expansion de 25% (Cunze et
al., 2019). Ce phénomeéne peut étre di au processus d’invasion : la niche écologique d’origine
n’est pas remplie car elle est limitée par la présence d’autres especes qui ne sont pas présentes

dans l'aire d’origine (Cunze et al., 2019).
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Kerkow et al. (2019) proposent une approche de modele « flou» (fuzzy model),
combinant plusieurs modeles entre eux. Il ressort de leur étude que les combinaisons ayant
un paysage favorable a tres favorable (échelle de 1 a 4), couplé a un climat bon a trés bon
(échelle de 1 a 4) et une vitesse de vent confortable (échelle 1 a 3) en Allemagne, sont celles
qui sont le plus favorables a la présence et a I'expansion d’Ae. japonicus, représentant une

large zone dans la moitié sud-ouest du pays.

Certains modeles génériques sont utilisés et adaptés a des conditions particulieres, comme
celui de Tran et al. (2013) et Jia et al. (2016), basés tous deux sur Cailly et al. (2012). Cette
derniére étude propose un modele générique pour prédire I'abondance des moustiques, basé
sur des équations différentielles ordinaires et avec dix compartiments (ceuf, larve, nymphe, et
plusieurs stades adultes répartis entre pare et nullipare, recherche d’héte, gorgée et en
recherche de site de ponte) (Cailly et al., 2012). Le modele a été adapté une premiére fois sur
une espéce invasive : le moustique tigre. Avec dix compartiments, ce modéle prend en compte
I'impact de la densité mais néglige la dispersion (Tran et al., 2013). Il a été déterminé que le
modele était sensible a certaines variables (comme le taux de mortalité a 'émergence, la
transition femelle en recherche d’hote a femelle gorgée, ou de femelle en recherche de site
de ponte a femelle en recherche d’hdte) et qu’il était d’autant amélioré que ces variables
étaient précises. Une meilleure connaissance de ces parameétres est donc importante, de
méme les mesures de controle qui affectent ces mémes variables sont donc plus efficaces (Tran
et al., 2013). Une autre adaptation est réalisée par Jia et al. (2016) sur le moustique tigre ou
les auteurs incorporent le parametre diapause. Le modele proposé comporte alors huit
compartiments et il en ressort que le modéle est meilleur en tenant compte de la diapause,
démontrant I'intérét de caractériser et de prendre en compte ce phénomene. La diapause est
ici controlée par la température (inférieure a 21°C) et la photopériode (entre 13 et 14 heures).
Durant le cadre de cette thése, nous n’avons pas pu exploiter ce type de modeéle a cause des
nombreux compartiments définis, qui nécessitent de nombreuses informations inconnues sur
la biologie d’Ae. japonicus. Le modéle proposé par Wieser et al. (2019), déja adapté sur notre
espéce cible, a aussi pour avantage de présenter des données de populations d’Ae. japonicus
géographiquement proche de nos populations du nord-est de la France, ce qui a permis des
comparaisons pertinentes. Notre population persiste d’années en années, comme celles

présentent a certaines localités en Allemagne, qui se trouvent aussi le long du Rhin.
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Alors qu’Ae. japonicus est un moustique de zones tempérées, la diversité génétique et la

différentiation entre populations proches ne concordent pas avec les modéles mathématiques

d’expansion spatiale de I'espéce (Egizi & Fonseca, 2015). Aedes japonicus présente en effet une

distribution en patch : Egizi et Fonseca (2015) proposent que les échanges génétiques entre

deux zones colonisées permettent une rapide adaptation au nouvel habitat.

Conclusion

Afin d’expliquer le succés d’invasion de Aedes japonicus japonicus (Theobald)

(Diptera : Culicidae) dans le Nord-Est de la France, nous avons caractérisé certains traits

biologiques de ce moustique invasif :

Nous avons tout d’abord déterminé que l'espece Ae.j. japonicus était celle
présente dans cette région, et qu’elle présentait une variabilité génétique (chapitre
Il). Cette variabilité génétique peut permettre une adaptation rapide ou permettre
a I'espéce de faire face aux conditions environnementales variables.

A I'aide d’un flight mill, nous avons déterminé en laboratoire que cette espéce est
capable de disperser de plusieurs kilométres (chapitre lll). Couplé a ses préférences
trophiques et de sites de pontes déja caractérisés, nous pouvons donc supposer
gue sa dispersion en milieu naturel est aussi importante.

Nous avons enfin démontré formellement la diapause chez ce moustique, qui se
déroule au stade ceuf (chapitre IV). La photopériode joue un réle clef dans le
déclenchement de celle-ci, mais nous supposons également que le mécanisme de
diapause soit également régulé par la température ou des facteurs internes puisque
des le début de la saison, des ceufs diapausants sont retrouvés (environ 10% de la
ponte). La caractérisation de traits d’histoire de vie a pu permettre d’ajuster et
d’appliquer un modéle de dynamique des populations sur notre population du Bas-
Rhin (chapitre V), démontrant que les conditions locales étaient favorables a la

persistance de l'espéce.

Ces nouvelles données sur la biologie d’Ae japonicus permettent alors de concevoir de

nouvelles expériences pour approfondir ces connaissances, comme |'étude de la dispersion en
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milieu naturel ou la caractérisation moléculaire d’autres populations de ce moustique. Les
résultats de ce travail de these permettent de prendre en compte la diapause et les capacités
de vol actif dans les réflexions sur le développement de nouvelles stratégies de lutte contre
cette espece invasive. Enfin, les connaissances acquises sur cette espéce permettent de mieux
connaitre les espéeces invasives de maniere générale et donc de caractériser leur invasion
biologique respective, ce qui peut permettre de mettre en place des moyens de luttes

préventifs sur les espéces susceptibles d’employer les mémes mécanismes.
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ABSTRACT

The Upper Rhine Valley extends across three countries (France, Germany and Switzerland) and has been colonised by Aedes albopictus (Skuse) since 2014. Two additional
invasive mosquito species Ae. japonicus (Theobald) and Ae. koreicus (Edwards) have also recently been recorded. Due to (i) the similar exposure to invasive mosquitoes and (ii)
the wish to address the issue at the cross-border level to improve surveillance and prevention, experts from the three neighbouring countries initiated the TIGER project,
the Tri-national Initiative Group of Entomology in the Upper Rhine Valley.

Within the framework of the operational programme INTERREG V Upper Rhine, the TIGER project aims to provide scientific and technical support to administrations and

institutions for the evaluation and management of health risks related to invasive mosquitoes. At the surveillance level, this means standardisation of a cross-border ovitrap
network and real-time sharing of the collected data.

Here, we present the latest data on the distribution of invasive Aedes species in the Upper Rhine Valley.

Current distribution of mvasive Aedes species 1n the Upper Rhine Valley from April to August 2018.
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HOW DOES THE NETWORK WORK ?

Each species is mainly recorded by collecting eggs
and through reports from the citizens. Each country
has its own trapping network. Eggs are collected
with ovitraps consisting of a black, water-filled pot
with either a wooden stick (Germany and Switzerland)

-Haguenau

Saverne or a block of polystyrene (France). Since the 2018
mosquito breeding season the ovitraps have been
collected simultaneously in all participating countrles
within the TIGER network. Eggs P

Molsheim are morphologically identified to
species level and a subset is confirmed
using a mass-spectrometry approach
(MALDI-TOF MS).
_Sélestat
- TAKE HOME MESSAGE
Ribauvilic Aedes japonicus is the most widely spread invasive
. mosquito in the Upper Rhine Valley.
olmar

o+ Despite the fact that Aedes albopictus is found in the
three neighbouring countries, colonised areas are
limited to some cities and areas near motorways.

~Guebwiller

Aedes koreicus has been found for the first time in
the region through only one ovitrap was positive in
Switzerland. Since this species is morphologically
similar to Aedes japonicus careful identification should
be performed.

~Thann

~Mulhouse
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Having an up-to-date map of the distribution of
invasive mosquito species helps local administrations
to continuously monitor potential health risks.
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Annexe 2. Article scientifique : Krupa et
al. (2020), Progression du moustique
tigre en France : surveillance
transfrontaliere dans le Grand-Est.

L'article n’étant pas disponible en Open Access, seul le résumé est présenté en page suivante.
Citation :

Krupa E., Schaffner F., Bender C., & Mathieu B. 2020. Progression du moustique tigre en France :
surveillance transfrontaliére dans le Grand-Est. Revue Francophone des Laboratoires. 2020. 53-
61.10.1016/S1773-035X(20)30231-8.
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RESUME

En plus d’étre vecteur des virus du chikungunya, de la dengue et du Zika, le moustique tigre asiatique, Aedes albopictus,
est également I'une des especes les plus invasives au monde. Ainsi ses caractéristiques biologiques (ceufs résistants
et diapausants) et comportementale (suivre 'lHomme dans les véhicules) lui ont permis de coloniser tous les conti-
nents grace au transport passif par le commerce international et les déplacements humains.

Les moustiques invasifs dont Ae. albopictus font I'objet d’une surveillance entomologique a I’échelle locale, natio-
nale et internationale. Les réseaux de piéges pondoirs et les sighalements citoyens ont permis de suivre |'évo-
lution de sa colonisation. Installé en Europe depuis trente ans, le moustique tigre a colonisé la France dés 2004
et le département du Bas-Rhin en 2014. Ce dernier département fait partie de la région transfrontaliére franco-
germano-suisse du Rhin Supérieur. Les moustiques invasifs ne connaissant pas la notion de frontiére, cette problé-
matique a présenté tous les atouts pour une collaboration européenne a une échelle régionale transfrontaliére.
Le réseau commun de surveillance (Interreg, Tiger) permet notamment de suivre I'évolution des trois moustiques
invasifs détectés dans la région : Ae. albopictus, Ae. japonicus et Ae. koreicus. Dans le cas d’une région frontaliére,
Pintégration du niveau européen pour la surveillance et le contréle est un atout majeur dans la gestion de la
problématique des vecteurs d’arboviroses.

ABSTRACT

Asian tiger mosquito progression in France : cross-border surveillance in
Grand-Est région

Vector of chikungunya, dengue and zika viruses, the Asian tiger mosquito Aedes albopictus is also one of the
most invasive species in the world. Due to its both biological (resistant and diapausing eggs) and behavioural
(following human in their vehicles) characteristics, the tiger mosquito has quickly colonised the whole World
through passive dispersal via international trade and travel.

Therefore, the invasive mosquitoes including Ae. albopictus are tracked by ento-
\ mological surveillances at local, national and international scales. The use of

Mors cLEs . o . . :
E ovitraps and citizen reports allows experts to monitor the evolution of its
: F:;:f: colonisation. Over the last 30 years, the tiger mosquito has established in

Europe and settled in France since 2004.Ten years later, it has been detected
in the administrative unit of Bas-Rhin (France) which is part of the Upper
Rhine valley, a wider area spanning France, Germany and Switzerland. As no
administrative borders can prevent invasive mosquitoes’ colonisation, this
KeywoRps issue has brought together assets of a European collaboration at a cross bor-
der scale. Thereby, the common tri-national surveillance network (Interreg,

» moustique tigre
) piege pondoir
» surveillance

» Asian tiger mosquito

» Europe TIGER) enables the colonisation monitoring of the three invasive mosquito
» France species already detected on both sides of borders: Ae. albopictus, Ae. japonicus
) ovitraps and Ae. koreicus. Considering a cross-border area, integrating the European
KD surveillance ) scale for vector monitoring and control is thus a major asset to the issue of

arboviruses vectors.
© 2020 — Elsevier Masson SAS

Tous droits réservés.
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Annexe 3. Photographies
d’Aedes japonicus

Figure 26. Larve d’Ae. japonicus. Stade L1. Crédit photo : Eva Krupa.
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Figure 27. Larve d’Ae. japonicus. Stade L4. Crédit photo : Nicolas Henon.




Figure 28. Nymphe d’Ae. japonicus. Crédit photo : Nicolas Henon.

Figure 29. Emergence d’un Ae. japonicus. Crédit photo : Nicolas Henon.




Figure 30. Femelle d’Ae. japonicus en train de prendre son repas de sang sur un humain. Crédit
photo : Nicolas Henon.

\‘

——

Figure 31. Pattes postérieures de pattes de différents males d’Ae. japonicus. Crédit photo : Eva
Krupa
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Annexe 4. Références bibliographiques

de la colonisation de ’Amérique du Nord

d’Ae. japonicus.

Labréviation « USA » est utilisée pour désigner les Etats-Unis d’Amériques.

Les données sont classées par ordre chronologique de la premiére observation de colonisation

par Ae. japonicus. La référence de l'article correspondant a la date de premiére colonisation

avérée dans l'état.

Tableau 10. Premiére détection d’Ae. japonicus dans les différents états d’Amérique du Nord.

Année Pays Etats Référence

1998 USA Connecticut (Andreadis et al., 2001)

1998 USA New Jersey (Peyton et al., 1999)

1998 USA New York (Peyton et al., 1999)

1999 USA Ohio (ProMED: Mosquito,
imported — USA (South
Dakota), 2009)

1999 USA Pennsylvanie (Fonseca et al., 2001)

1999 USA Rhode Island (Scott, 2003)

2000 USA Maryland (Sardelis & Turell, 2001)

2000 USA Massachussetts (Central  Massachusetts
Mosquito Control Project:
Discovery of new
mosquito  species  in
Massachusetts., 2000)

2000 USA New Hampshire (Burger & Davis, 2008)

2000 USA Virginie (Harrison et al., 2002)

2001 CANADA | Ontario (Thielman &  Hunter,
2006)

2001 CANADA | Quebec (Savignac et al., 2002)

2001 USA Delaware (Scott, 2003)

2001 USA Maine (Foss & Dearnborn, 2002)

2001 USA Vermont (Graham & Turmel, 2001)

2001 USA Washington (Roppo et al., 2004)
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2002 USA Georgie (Reeves & Korecki, 2004)

2002 USA Caroline du Sud (Reeves & Korecki, 2004)

2002 USA Virginie de I'Ouest | (Joy, 2004)

2003 USA Hawaii (Larish & Savage, 2005)

2003 USA Kentucky (Saenz et al., 2006)

2003 USA Michigan (Kaufman et al., 2012)

2003 USA Caroline du Nord | (Gray et al., 2005)

2003 USA Tennessee (Caldwell et al., 2005)

2004 USA Alabama (Mullen, 2005)

2004 USA Indiana (Moberly et al., 2005;
Young et al., 2004)

2004 USA Wisconsin (Hughes et al., 2008)

2005 USA Appalachians (Bevins, 2007)

2005 USA Missouri (Gallitano et al., 2005)

2006 USA Illinois (Morris et al., 2007)

2006 USA Oregon (Wirth, 2006)

2007 USA lowa (Dunphy et al., 2009)

2007 USA Minnesota (Neitzel et al., 2009)

2009 USA Dakota du Sud (ProMED: Mosquito,
imported — USA (South
Dakota), 2009)

2010 USA Arkansas (Gaspar et al., 2012)

2011 USA Mississipi (Thorn et al., 2012)

2012 USA Floride (Riles et al., 2017)

2013 CANADA | Terre-neuve-et- (A. Fielden et al., 2015)

Labrador
2014 CANADA | Colombie (Jackson et al., 2016)
britannique
2017 USA Oklahoma (Bradt et al., 2018)
2021 USA Kansas (Rogers et al., 2021)
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Annexe 5. Colonisation de I'Europe par

Ae. japonicus.

Les données sont présentées par ordre chronologique par date de la premiére détection d’une

colonisation par Ae. japonicus.

Tableau 11. Premiére détection d’Ae. japonicus dans les différents pays d’Europe.

Année Pays Détail de la localisation | Référence
2000 France Normandie (éliminé) (Schaffner et al.,
2003)
2002 Belgique (Versteirt et al., 2009)
2008 Allemagne Baden Wurtenberg (Sud | (Schaffner et al,
du Land - proche | 2009)
Suisse)
2008 Suisse (zone de 1400 km? | (Schaffner et al.,
proche de I'Allemagne) | 2009)
2011 Allemagne Baden Wurtenberg | (Huber et al., 2012)
(Nord du Land)
2011 Autriche Styrie (proche Slovénie) | (Seidel, Nowotny, et
al., 2016)
2011 Slovénie (Seidel, Nowotny, et
al., 2016)
2012 Allemagne Rhenanie Palatinat (Werner & Kampen,
2013) (Kampen et al.,
2012)

163



2012 Allemagne Rhenanie du Nord (Sud | (Werner & Kampen,
du Land) 2013) (Kampen et al.,
2012)
2012 Autriche Carinthie & Burgenland | (Seidel, Nowotny, et
al., 2016)
2012 Hongrie (Seidel, Nowotny, et
al., 2016)
2013 Allemagne Basse Saxe (Sud du | (Werner & Kampen,
Land) & Rhénanie du | 2013)
Nord (Nord-Est du
Land)
2013 Croatie (Kampen & Werner,
2014; Klobucar et al.,
2019)
Update : (Janssen et
al., 2020)
2013 France Haut Rhin (68) (Krebs et al., 2014)
2013 Pays Bas Lelystad (Ibafiez-Justicia et al.,
2014, 2018)
2014 Autriche Basse-Autriche (Zittra et al. 2017)
2014 Autriche Vorarlberg (Seidel, Montarsi, et
al., 2016)
2014 France Bas-Rhin (67) (Krupa et al., 2020)
2015 Allemagne Baviere (Zielke et al., 2016)
2015 Autriche Salzbourg (zielke et al., 2016)
2015 Italie (Seidel, Montarsi, et

al., 2016)
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2015 Lichtenstein (Seidel, Nowotny, et
al., 2016)

2017 Autriche Vienne (Schoener et al,
2019)

2017 Bosnie- Nord du Pays (Janssen et al., 2020)

Herzégovine

2018 Espagne (Eritja et al., 2019)

2018 Serbie Ouest du pays (Janssen et al., 2020)

2019 Luxembourg (Schaffner & Ries,
2019)
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Annexe 6. Protocole détaillée des

extractions d’ADN et des PCR réalisées

pour la phylogénie d’Ae. japonicus

Protocole d’extraction d’ADN

Sous

Le protocole est tiré de « DNeasy® Blood & Tissue Handbook » de Quiagen, disponible

Lyse des tissus

La digestion enzymatique est réalisée a partir de 2 pattes d’Ae. japonicus placées dans
un tube de 1,5 mL contenant 20uL de proteinase K et 180uL de Buffer ATL.

Mélanger au vortex pendant 15 secondes.

Incubation a 56°C pendant 1 heure.

Mélanger au vortex pendant 15 secondes.

Récupération et purification de ’ADN total

200uL de Buffer AL sont ajoutés et mélangés au vortex.

200uL d’éthanol pur sont ajoutés et mélangés au vortex.

Lensemble du volume est transféré sur une colonne DNeasy Mini spin.
Centrifugation a 8000 rotations par minute (rpm) pendant 60 secondes.

L'éluant est retiré, la colonne est placée sur un nouveau tube de collection de 2 mL
500uL de Buffer AW1 sont ajoutés

Centrifugation a 8000rpm pendant 60 secondes

L'éluant est retiré, la colonne est placée sur un nouveau tube de collection de 2 mL
500uL de Buffer AW2 sont ajoutés

Centrifugation a 14000rpm pendant 3 minutes pour sécher la colonne
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- Léluant est retiré, la colonne est placée sur un tube stérile de 1,5 mL qui réceptionnera

I’ADN extrait
Elution de ’ADN

- 100 pL de Buffer AE est déposé sur la colonne et incubé pendant 1 minute a
température ambiante

- Centrifugation a 8000rpm pendant 60 secondes

Protocole PCR

Chaque marqueur est ciblé par sa propre PCR.

Le volume réactionnel pour chaque PCR est de 25 L avec pour composition :

1 pL ADN extrait
0,8mmol d’amorce sens selon le marqueur ciblé. Les amorces sont précisées dans le
Tableau 12.

0,8mmol d’amorce antisens

0,2mmol de dNTP

2,5mmol deMgCl2 (dont 1,5 mmol déja présent dans le Tampon 10X)

2,5 pL de Tampon 10x
0,25 pL de TagPolymerase

qsp Eau

Tableau 12. Amorces utilisées.

Geéne amplifié | Amorce Nom Séquence 5’ -> 3’ Référence
(partiel)
col Sens LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG (Folmer et al., 1994)

Anti-sens HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA | (Folmer et al., 1994)

coll Sens C2-J-3138 AGCGCCTCTCCTTTAATAGAACA (Simon et al., 1994)

Anti-sens C2-C-3661 CCACAAATTTCTGAACATTGACCA (Simon et al., 1994)
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NAD4

Sens

N4J-8502D

CGTAGGAGGAGCAGCTATATT

(Fonseca et al., 2001)

Anti-sens

N4N-8944D

AAGGCTCATGTTGAAGCTCC

(Fonseca et al., 2001)

Pour le COI, une premiere étape de dénaturation a 95°C pendant 5 minutes, servant

également d’étape d’activation de la TagPolymerase (HotStart), est suivit de 40 cycles de 30

secondes a 94°C, de 30 secondes a 50°C et de 30 secondes a 72°C. Une élongation finale de 10

minutes a 72°C précede la conservation des échantillons a 10°C.

Pour COIll et NAD4, une PCR Touch-up est réalisée. L'étape de dénaturation a lieu a 95°C

pendant 5 minutes pour ces deux marqueurs. Pour COIl, 5 cycles de 40 secondes a 94°C, 30

secondes a 45°C et 30 secondes a 72°C sont suivis de 35 cycles a 40 secondes a 94°C, 30

secondes a 50°C et 30 secondes a 72°C. Pour NAD4, 5 cycles de 40 secondes a 94°C, 30

secondes a 52°C et 30 secondes a 72°C sont suivis de 25 cycles a 40 secondes a 94°C, 30

secondes a 55°C et 30 secondes a 72°C. Les élongations finales sont réalisées a 72°C pendant

10 minutes puis une étape de conservation a 10°C.

Les programmes d’amplification sont également présentés dans la Figure 32 suivante.

40 cycles col
- B
95°C 94°C
\ 72°C 72°C
5min  30s
50°C 30s 10 min |
°C
30s
B
5 cycles 35 cycles
-
96°C 94°C 94°C
\ 72°C [
Smin 40s "‘. / 40s "‘,‘
| as°C ;‘f 30s "‘:. 50
NAD4 " ‘ 30s
30s
5 cycles 25 cycles
- —_— e -
96°C 94°C 94°C
\ 72°c |/ \ 72°C  72°C
S5min  40s | /405

V2270 ) 30

30s

Figure 32. Programmation des cycles de PCR des marqueurs COI, COIl et NADA4.

\ ss°c

30s

30s 10 min |
| 10

Coll

72°C

10 min |
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Annexe 7. Arbres phylogénétiques : Liste

des séquences utilisées et détail des

parametres.

Séquences issues de la littérature et nouvelles

Dans le Tableau 1 suivant, les séquences d’Ae. japonicus japonicus sont présentées en vert,
Ae. j. amamiensis en rose, Ae. j. yaeyamensis en bleu et Ae. j. shintienensis en orange.

Tableau 13. Numéro d'accession des séquences utilisées.

Marqueur Numeéro d’accession Localité Espéce
Genbank
Col AB738119 Japon Ae. j. amamiensis
AB738134 Japon
AB738236 Japon
AB738181 Japon Ae. j. yaeyamensis
AB738182 Japon
AB738210 Japon
FJ641869 Belgique Ae. j. japonicus
1Q404435 Allemagne (Weil am Rhein)
J1X259644 USA (Massachusetts)
J1X259645 USA (Massachusetts)
JX259646 USA (Massachusetts)
JX888993 Allemagne (Breisach)
JX888994 Germany: Rosengarten
KF211490 Allemagne (Extertal
KF211502 Allemagne (Ronnenberg)
KF211503 Germany: Bueckeburg
KF211504 Germany: Bad Nenndorf
KF211505 Germany: Barsinghausen
KF874597 France: Haut-Rhin
KF874598 France: Haut-Rhin
KF874599 France: Haut-Rhin
KM258302 Belgium: Natoye
KM258303 Belgium: Natoye
KM457596 Pays-Bas
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KM457597 Pays-Bas
KM457598 Pays-Bas
KP076230 Germany: Rohrbronn
KP076249 Germany: Holzlar
KP076258 Germany: Backnang
LC104315 Japon
LC104316 Japon
LC341253 Japan:Hokkaido, Obihiro
MF822589 Canada: Ontario,
MG081208 Canada: Ontario,
MK372910 USA: Fayette County, AL
MK372912 USA: Washington County,
AL
MK505605 Germany: motorway 5,
etween Freiburg and
Heidelberg
MNO58612 USA: Everett, Washington
MNO058613 Canada: Hamilton, Ontario
MNO58617 Canada: Saanich, British
Columbia
MNO058624 Canada: Maple Ridge,
British Columbia
MNO058630 Canada: Burnaby, British
Columbia
MN103389 Austria: Tyrol, Kufstein
MN103391 Austria: Tyrol, Kufstein
MN103392 Austria: Tyrol, Kufstein
MN451704 USA: New York
MN509209 USA: New York
coll GU229903 Japon Ae. j. amamiensis
GU229906 Japon Ae. j. yaeyamensis
GU229907 Japon
GU229908 Japon
GU229904 Taiwan Ae. j. shintienensis
GU229905 Taiwan
GU229898 USA Ae. j. japonicus
GU229899 Japon
GU229900 USA
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GU229901 Corée du Sud
GU229902 Corée du Sud

NAD4 GU229931 Japon Ae. j. amamiensis
GU229933 Japon Ae. j. yaeyamensis
GU229934 Japon
GU229932 Taiwan Ae. j. shintienensis
KU665643 Italie / Autriche Ae. j. japonicus
KU665644 Italie / Autriche
KU665645 Italie / Autriche

Les séquences nouvelles pour cette étude ont été déposées sur Genbank et sont
référencées sous les numéros d’accession suivants : 0K148712-0K148716 (COIl) ; OK148717-
0K148722 (COll) ; OK148723-0K148726 (NADA4).

Ils correspondent aux individus suivants :

FRRCO4 — Ae. j. japonicus @ collecté le 13/10/2020 a Reichstett (France)
FRRCO5S — Ae. j. japonicus € collecté le 13/10/2020 a Reichstett (France)
FRRCO6 — Ae. j. japonicus @F collecté le 07/10/2020 a Reichstett (France)
FRRCO7 — Ae. j. japonicus @ collecté le 07/10/2020 a Reichstett (France)
FRRCO8 — Ae. j. japonicus § collecté le 13/08/2020 a Reichstett (France)

FRRCO9 — Ae. j. japonicus § collecté le 13/08/2020 a Reichstett (France).

Parametres des arbres bayésiens
Marqueur COI ;

Moyenne harmonique (run 1) : -1534,12 ; (run 2) : -1536,01
Valeur du modele : 0,009370

Marqueur COIIl :

Moyenne harmonique (run 1) : -1203,19; (run 2) : -1203,97
Valeur du modele : 0,004510

Marqueur NAD4

Moyenne harmonique (run 1) : -907,76 ; (run 2) : -907,55
Valeur du modele : 0,003533
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Marqueurs COIll et NAD4 concaténé :
Moyenne harmonique (run 1) : -2100,07, (run 2) : -2097,63
Valeur du modeéle : 0,005223
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Annexe 8. Localisations et références

des haplotypes de NAD4

d’Ae. j. japonicus décrits ou cités dans la

littérature.

Bien que 47 haplotypes soient cités dans la littérature, tous les haplotypes n’ont pas fait
I'objet d’'une description détaillée. Ainsi, le Tableau 14 présente 24 haplotypes.

Tableau 14. Haplotypes de NAD4 et leur présence dans le monde.

Haplotype

Localités et références

H1

Répartition mondiale a I'exception de la
Belgique (Zielke et al., 2014)

Récente introduction en Belgique (Smitz et
al., 2021)

Allemagne (Zielke et al., 2014) (Zielke et al.,
2015) (Zielke et al., 2016) (Smitz et al.,
2021)

Suisse (Zielke et al., 2014)

Ouest de la Croatie (Janssen et al., 2020)
Etats-Unis (Fonseca et al., 2001)

Japon (Fonseca et al., 2001)

Nouvelle Zélande (Fonseca et al., 2001)
Pays-Bas (Zielke et al., 2015)

Slovénie (Zielke et al., 2015)

Hawai (Egizi & Fonseca, 2015)

H2

Cote Est des Etats-Unis (Fonseca et al.,
2001)

H3

Est de la Croatie(Janssen et al., 2020)
Japon (Fonseca et al., 2001)

Pays Bas (Zielke et al., 2015)
Allemagne (Zielke et al., 2015)

H4

Est de la Croatie(Janssen et al., 2020)
Centre des Etats-Unis (Fonseca et al., 2001)

H5

Allemagne (Zielke et al., 2014) (Zielke et al.,
2015) (Smitz et al., 2021)

Belgique (Smitz et al., 2021)
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Ouest de la Croatie (Janssen et al., 2020)
Nouvelle Zélande (Fonseca et al., 2001)
Japon (Fonseca et al., 2001)

Slovénie (Zielke et al., 2015)

H6

Allemagne (Zielke et al., 2014) (Smitz et al.,
2021)

Belgique (Smitz et al., 2021)

Cote Est des Etats-Unis (Fonseca et al.,
2001)

H7

Japon (Fonseca et al., 2001)

H8

Japon (Fonseca et al., 2001)

H9

Belgique (Zielke et al., 2014) (Smitz et al.,
2021)

Pays bas (Zielke et al., 2016)
Slovénie (Zielke et al., 2016)

Allemagne (Zielke et al., 2014) (Smitz et al.,
2021)

Autriche (Zielke et al., 2014)
Slovénie (Zielke et al., 2014)
Ouest de la Croatie (Janssen et al., 2020)

Etats-Unis (Maryland et Pennsylvanie)
(Fonseca et al., 2001)

Pays bas (Zielke et al., 2015)
Slovénie (Zielke et al., 2015)
Hawai (Egizi & Fonseca, 2015)

H10

Allemagne (Zielke et al., 2014) (Zielke et al.,
2016) (Smitz et al., 2021)

Autriche (Zielke et al., 2014) (Zielke et al.,
2016)

Slovénie (Zielke et al., 2014)
Ouest de la Croatie (Janssen et al., 2020)

Cote Ouest des Etats-Unis (Fonseca et al.,
2001)

Etats-Unis (New york et Connecticut)
(Fonseca et al., 2010)

H11

Cote Ouest des Etats-Unis (Fonseca et al.,
2001)

H12

Bosnie-Herzégovine (Janssen et al., 2020)
Serbie (Janssen et al., 2020)
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Croatie (Janssen et al., 2020)
Pays bas (Zielke et al., 2015)

Etats-Unis (Maryland et Pennsylvanie)
(Fonseca et al., 2001)

H13 Nouvelle Zélande (Fonseca et al., 2001)

H14 Japon (Fonseca et al., 2001)

H15 Japon (Fonseca et al., 2001)

H19 Croatie (Macelj) (Janssen et al., 2020)

H21 Allemagne (Baden-Wurtenberg) (Zielke et
al., 2015)

H23 Belgique (Smitz et al., 2021)

H35 Croatie (Janssen et al., 2020)

H33 Suisse (Zielke et al., 2014)
Est de la Croatie (Janssen et al., 2020)
Allemagne (Zielke et al., 2015)

H44 Pays Bas (Zielke et al., 2015)

H45 Allemagne (Baden-Wurtenberg) (Zielke et
al., 2015)

H46 Allemagne (Smitz et al., 2021)

H47 Belgique (Smitz et al., 2021)
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Annexe 9. Fichiers additionnels 1

Ces fichiers additionels complétent I'article suivant, présenté au chapitre IV.

“ Krupa, Eva, Nicolas Henon, et Bruno Mathieu. 2021. « Diapause characterisation and
seasonality of Aedes japonicus japonicus (Diptera, Culicidae) in the Northeast of France ».

Parasite (Paris, France) 28: 45. https://doi.org/10.1051/parasite/2021045. “
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2019

Number of eggs

Collected Measured Tested after hatching Bleached

Week
20 16 14 14 0
22 921 151 227 46
24 3525 86 143 13
26 3994 37 66 27
28 2466 9 12 4
30 4339 84 89 28
32 2338 104 123 13
33 1020 86 80 11
34 1392 136 141 42
35 414 105 114 65
36 698 104 86 40
37 437 38 40 29
38 354 45 100 82
39 962 49 69 63
40 1486 79 77 73
41 460 32 31 31
42 876 69 115 108
43 60 12 15 15
44 0 0 0 0
45 51 5 5 5
2020 Number of eggs

Collected Measured Tested after hatching Bleached
week
20 529 19 23 13
21 617 31 48 7
22 975 50 39 5
23 537 39 32 0
24 706 70 38 2
25 356 51 38 0
26 1133 63 40 2
27 1309 46 37 0
28 389 31 27 4
30 3491 45 61 50
31 862 39 38 10
32 1274 56 46 13
33 670 28 34 7
34 668 66 51 8
35 511 29 29 11
36 365 25 24 6
37 172 12 13 10
39 1323 19 20 19
40 669 28 30 30
41 76 10 10 0
42 124 0 0 0
43 0 0 0 0
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44 103

Tableau 15. Additional file 1 — Table 1. Sample size for morphological measurement, hatching success rate,

mortality rate and diapause incidence. Data comes from the Reichstett field area.
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Figure 33. Additional file 1 — Figure 1. Environmental parameters PCA. The first three components were

retained: PC1 (51.4%), PC2 (15.2%) and PC3 (13.7%) and thus, 80.3% of variance was explained. Variables are

projected in a plan formed by PC1 and PC2. All variables are projected in light grey, some are highlighted for

better visualization. From left to right and up to down: A, week number and year are in black and diapause

incidence is in purple; B, morphological parameters, i.e. median width and median volume are in green; C,

maximal temperature parameters are in red; D, minimal temperature parameters are in blue; E, light parameters,

photoperiod is showed in orange and sunshine parameters are in yellow; F, rainfall parameters are in dark blue.
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2019 Evolution of unsustainable eggs' rate
i.e. unfertilized or partially embryonated

Unsustainable egg (%)

2020 Evolution of unsustainable eggs' rate
i.e. unfertilized or partially embryonated
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Figure 34. Additional file 1 — Figure 2. Mortality rate of Aedes japonicus eggs. Data come from the Reichstett
field area. Percentage of unsustainable eggs for each week are showed in black dots. Mean with standard-
deviation is showed by a solid black line surrounded by grey. The mortality rate is on average 17.16% in 2019 and
16.69% in 2020. The corresponding months and seasons are also shown on the coloured horizontal bar

(green=spring, yellow=summer, orange=fall).
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Figure 35. Additional file 1 — Figure 3. Example of two linear regressions between the width of eggs and the
week of collection. Only the data for the 2019 season from the Reichstett field area are shown. Data of week 45
are discarded due to an insufficient sample size (n=5). In panel A, all data (shown in red) are gathered in one
dataset to make linear regression. Adjusted R? is 17.69%. In panel B, data are subdivided in two datasets, from
weeks 20 to 24 (in blue) and weeks 26 to 43 (in grey). Linear regressions are better fitted with these two data
subsets (adjusted R? 84.63% and 70.44%). The corresponding months and seasons are also shown on the

coloured horizontal bar (green=spring, yellow=summer, orange=fall).
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Tableau 16. Additional file 1 — Table 2. Morphological parameters on two groups of eggs. Data come from the

Reichstett field area. Group ND is chosen as the baseline for comparisons with group D. An increase of each

morphological parameter is observed. Wilcoxon Sum rank tests were performed. Two stars represented a

significant increase between groups ND and D.

2019
Batch of eggs Group ND Group D Increase (%)
between groups

Week of collection [26] only [26 — 34] [38 —43] [43] only ND and D

n= 37 455 291 17

Length (um) 604 + 24 612 +27 623 +22 624 + 18 1.8 %**

Width (um) 1707 174+ 6 1835 176 £5 5.3% **

Volume (x1073 mm?3) 9.210.8 9.710.9 109+0.8 10.6 £ 0.7 12.8 %**

2020

Batch of eggs Group ND Group D Increase (%)
between groups

Week of collection [26] only [26 —35] [40-41] [41] only ND and D

n= 64 409 40 11

Length (um) 615 + 28 618 + 26 627 + 17 630+ 17 1.5 % **

Width (um) 176 £ 9 1777 1857 1866 4.6%**

Volume (x10°3 mm?3) 10.1+1.3 10.2+1.0 11.3+0.8 11.4+0.7 10.9 % **
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Diapause incidence (%)

Annexe 10. Fichiers additionnels 2

Ces fichiers additionels complétent I'article suivant, présenté au chapitre IV.

“ Krupa, Eva, Nicolas Henon, et Bruno Mathieu. 2021. « Diapause characterisation and
seasonality of Aedes japonicus japonicus (Diptera, Culicidae) in the Northeast of France ».

Parasite (Paris, France) 28: 45. https://doi.org/10.1051/parasite/2021045. “
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Figure 36. Additional file 2. Figure 1. Diapause incidence in Ae. japonicus eggs. Red dots represent the mean
diapause incidence per week observed in eggs collected in the Bas-Rhin region in 2019. Diapause incidence was
achieved after performing hatching tests and a bleaching treatment. The curve with the dashed red lines is the
tendency of diapause incidence. The 50% diapause incidence observed in eggs at week 35 in 2019 is shown in
dotted grey line. Data of 2020 are not shown due to insufficient data. Corresponding months and seasons are

also shown in the coloured horizontal bar (green=spring, yellow=summer, orange=fall).
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Figure 37. Additional file 2. Figure 2. Evolution of morphological parameters of Ae. japonicus eggs throughout
the year. Fig.4A Length; Fig.4B Width; Fig.4C Volume, data of 2019. Fig.4D Length; Fig.4E Width; Fig.4E Volume,
data of 2020. Data come from the Bas-Rhin region. Eggs are batched according to the calendar week of collection.
Corresponding months and seasons are also shown in the coloured horizontal bars (green=spring,

yellow=summer, orange=fall). Data of week 37 in 2019 is discarded.
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Tableau 17. Additional file 2. Table 1. Details of morphological metrics measured on Ae. japonicus eggs. Data

come from the Bas-Rhin region. Length and width are measured 3 times per egg.

2019 Length (um) Width (um) Volume (x10°3 mm?3)
Minimum 513 152 6.8
Maximum 691 197 12.7
Mean 616 176 10.0
Standard-deviation 29 8 1.2
First quartile 595 170 9.1
Median 619 175 10.0
Third quartile 635 182 10.8
2020 Length (um) Width (um) Volume (x10°3 mm?3)
Minimum 543 159 7.5
Maximum 695 199 13.3
Mean 616 179 10.4
Standard-deviation 26 8 1.1
First quartile 601 175 9.8
Median 613 178 10.3
Third quartile 628 184 10.8

Tableau 18. Additional file 2 — Table 2. Sample size for morphological measurements, hatching success rate,
mortality rate and diapause incidence. Data come from the Bas-Rhin region.
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2019 Number of eggs
Collected Measured Tested after hatching Bleached

Week
23 395 62 64 19
25 858 33 15 1
27 247 15 18 4
29 943 40 61 29
31 833 83 55 6
33 1078 33 30 14
35 382 0 13 13
37 19 8 9 5
39 34 33 29 25
41 152 28 10 10
43 215 16 15 15
2020 Number of eggs

Collected Measured Tested after hatching Bleached
Week
25 306
27 680 1
29 2,604 14 27 33
31 1,512 19 38 0
33 1,073 0
35 1,499 5
37 487 25 20 1
39 228 0
41 221 0
43 0 0
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Annexe 11. Matrice des tests statistiques
réalisés sur les THV.

Tableau 19. Matrice reportant la significativité des tests de Wilcoxon (ajustés par la méthode de
Bonferroni) entre les températures.

Température | 23 26 27 28
23

24

25 NS

26 NS

27 NS

28 * NS

** :significatif a 0.001 ; * significatif a 0.05 ; NS : non significatif
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Tableau 20. Significativité des tests de Wilcoxon (ajustés par la méthode de Bonferroni) entre les
semaines de récoltes des ceufs.

13 | 14

15

16

17

18

19

NS | NS

NS |NS|NS|*

NS
NS

NS
NS

NS | NS
NS | NS

NS | NS

NS | NS | NS

NS | NS

NS | NS | NS

* *

NS|[* | * |* INS|NS|* |NS NS

NS

NS

NS

NS | NS| NS |NS|NS|NS|NS|NS|NS|NS|NS|NS|NS|NS

NS

NS

** :significatif a 0.001 ; * significatif a 0.05 ; NS : non significatif
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Annexe 12. Tableau de synthese des

avantages

et

inconvénients

des

différentes méthodes utilisées pour

déterminer les capacités de dispersions.

Tableau 21. Tableau de synthése des avantages et inconvénients des différentes techniques pour
I’étude des capacités de dispersion.

Techniques

Avantages

Inconvénients

Capture-Marquage-

Etude in situ.

Le taux de recapture étant faible, ces

& Takken, 2018).

Recapture Possibilité d’étudier plusieurs individus ou | expeériences  nécessitent  beaucoup
cohortes en méme temps (Reisen et al., 2003; | d'individus a la fois.
Verdonschot & Besse-Lototskaya, 2014). Sensible aux conditions
Multitudes de techniques de marquage selon | €nvironnementales comme le vent
le besoin: colorants, teintures, poudres | (Reisenetal.,2003; Verhulst etal., 2013).
fluorescentes et peintures de diverses | Pas de données précises comme les
couleurs ; isotopes et isotopes radioactifs; | trajets réalisés entre le relacher et la
protéines d’'immunomarquing (Sanders & | recapture (Spitzen & Takken, 2018).
Carpenter, 2014; Verhulst et al., 2013) Les techniques de marquage peuvent
Mesures de la distance, direction et taux de | affecter la survie des individus.
dispersion (Cho et al., 2002; Russell et al.,
2005; Verdonschot & Besse-Lototskaya, 2014).

Pieges (capture | Etude in situ. Pas de données précises sur les directions

d’adultes) Pratique et relativement peu couteux (Spitzen | Prises pendant le vol.

196




Le taux de capture renseigne sur la densité des

insectes et I'activité de vol.

Pas de suivi individuel (Abrahan et al.,

2016).

Le taux de capture et recapture peuvent
étre faible (Vazquez-Prokopec et al.,

2004).

Radar harmonique

Etude in situ.

Données précises du vol (position, vitesse,

changement de direction) (Minter et al., 2018).

Systeme miniaturisé, utilisable pour de petits

insectes (Riley & Smith, 2002).

Un transpondeur par individu (Chapman

et al., 2004).

Rarement utilisé chez les vecteurs

(Minter et al., 2018).

Taille du transpondeur pouvant étre une

limite (Boiteau & Vincent, 2016).

La détection nécessite une visibilité
directe, ce qui peut étre restreint par des
obstacles ou par les limites de détection
du radar (Riley & Smith, 2002; Chapman

et al., 2004).

Détection sur image

Au laboratoire.

Rarement dans des conditions semi-naturelles.

Détection en 2D ou 3D du vol (Spitzen &
Takken, 2018).

Détection possible de nuit en utilisant des
lumiéres infrarouges (Angarita-Jaimes et al.,

2016).

Automatisation du systeme de détection, voir

de I'analyse (Dekker & Cardé, 2011).

Nécessite une ou plusieurs caméra(s)

pouvant étre colteuse.

Contraintes liées a la caméra ou au
logiciel d’analyse (luminosité, contraste
'environnement

entre l'insecte et

suffisant).
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Détection par le son

Au laboratoire.

Peu de matériel nécessaire
Peu de données a analyser.
Répétabilité (Rowley et al., 1967; Spitzen &

Takken, 2018).

Sons parasites peuvent limiter I'analyse

(Jones et al., 1967).

Pas de données précises comme les

trajets réalisés.

Flight mill rotationnel

Au laboratoire.
Adaptable a diverses especes.
Données précises.

Répétabilité.

Forces de frottement a prendre en
compte.
Vol restreint et inhabituel (en cercle,

jusgu’a épuisement) (Minter et al., 2018)

Modele mathématique

Prise en compte de nombreuses variables
(climat, hétérogénéité de I’environnement,
vent).

Largement applicable si les parametres sont
connus (Lutambi et al., 2013).

Permet d’évaluer les mesures de contréle des
vecteurs(Cailly et al.,, 2012; Wieser et al.,

2019).

Etudes préliminaires nécessaires pour
obtenir les valeurs des parametres
Certains parameétres ne peuvent étre

gu’estimés (Lutambi et al., 2013).

Olfactometre

Au laboratoire.

Etude du comportement de recherche d’héte
(Dekker et al., 2005).

Répétabilité

Plusieurs individus peuvent étre testés en

méme temps (Verhulst et al., 2013)

Champ d’études limité
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Résumé

Aedes japonicus (Theobald) est un moustique vecteur, originaire d’Asie du Sud-Est. Dés 2000, cette espéce
invasive est introduite et progresse en Europe jusqu’a atteindre la région du Rhin supérieur.

L’objectif principal de cette thése est de caractériser les traits biologiques d’invasion de ce moustique dans le
nord-est de la France en comblant les lacunes de connaissances sur la diapause hivernale et sa capacité de
dispersion. Les travaux de recherches présentés ici auront permis de mieux connaitre la biologie d’une
population d’Ae. japonicus, en caractérisant des éléments permettant d’expliquer son succés d’invasion tels
que : (i) sa diversité génétique, (ii) sa capacité a produire des ceufs diapausants tout au long de I'année et (iii)
ses aptitudes a disperser de plusieurs kilométres par le vol actif. Ces caractéristiques ont été reprises dans un
modele de dynamique des populations permettant de mieux comprendre sa colonisation en zone tempérée.

En perspective, cette these permet notamment de prendre en compte la diapause et les capacités de vol actif
dans les réflexions sur le développement de nouvelles stratégies de lutte contre cette espéce invasive.

Mots-clefs : Aedes japonicus, vecteur, invasif, Trait d’Histoire de Vie, diapause, dispersion

Résumé en anglais

Aedes japonicus (Theobald) is a vector mosquito native from Southeast Asia. Since 2000, this invasive species
started to colonise Europe and reached recently the Upper Rhine valley region.

The main objective of this thesis is to characterise invasive biological traits of this mosquito species in the
Northeast of France and to fill the gap of knowledge regarding winter diapause and dispersal capacities. The
result presented in this dissertation have lead to a to better understanding of the population biology of the
East Asian Bush Mosquito, as we characterise key points explaining its successful invasiveness: (i) its genetic
diversity, (ii) its capacities to produce diapausing eggs along the season and, (iii) its dispersal capacities which
allow specimens to fly several kilometre. Those characteristics were implemented in a dynamic population
model to improve comprehension of its colonisation in temperate region.

In future, this thesis particularly allows to take into account both diapause phenomenon and flight capacities
to develop novel control strategies against this invasive.

Keywords: Aedes japonicus, vector, invasiv, Life History Traits, diapause, dispersal capacities
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