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> De nombreuses études ont rapporté une aug-
mentation des troubles de la reproduction male
dus a I'environnement. Malgré leur importance,
les invertébrés ont fait I'objet de peu de travaux;
ils sont pourtant affectés, au méme titre que les
vertébrés, par les changements de I’environne-
ment. Différents stress appliqués a des hymé-
nopteres parasitoides sont capables d’induire
une hypofertilité male. Ces insectes, faciles a
élever en laboratoire et utilisés en agronomie
dans le contrdle des populations d’insectes rava-
geurs de cultures ou de récoltes, présentent
également d’autres avantages, décrits dans cet
article. Ce sont de bons modeles pour comprendre
les mécanismes induisant I"hypofertilité et ouvrir
peut-étre de nouvelles pistes de recherche chez
les vertébrés. <

Depuis une trentaine d’années, I'effet néfaste de
I’environnement sur les fonctions males est une source
de préoccupations, et celles-ci s’aggravent. De nom-
breuses études rapportent, chez "homme, des anoma-
lies du tractus génital (cryptorchidie et hypospadias),
une diminution du nombre de spermatozoides et une
augmentation des cancers testiculaires [1]. Sharpe et
Skakkeback ont proposé que ces perturbations aient
une méme origine, I'altération de la différenciation
testiculaire au cours de la vie feetale, constituant le
syndrome de dysgénésie testiculaire [2].

Dans la faune sauvage, des anomalies dans le déve-
loppement sexuel et la reproduction ont également été
observées et corrélées avec des pollutions environne-
mentales. Un exemple bien connu est la diminution du
succes reproducteur des alligators du lac Apopka, en
Floride (états—Unis), conséquence de la contamination
du lac par des rejets issus d’une usine de pesticides
[3]. Chez les poissons, une étude réalisée en Ontario
(Canada) montre une augmentation du nombre d’indi-
vidus intersexués et une diminution de la production
de stéroides par les madles dans les sites en aval de
décharges d’eaux usées [4].
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La dégradation simultanée des capacités de reproduction de diverses
especes dans des zones géographiques différentes conduites a suspec-
ter la responsabilité des modifications de I’environnement (pollutions,
changements climatiques, etc.). Des polluants chimiques de plus en
plus variés et concentrés sont présents dans I"environnement et cer-
tains agissent comme des perturbateurs endocriniens, c’est-a-dire des
substances exogenes qui entrainent des effets déléteres sur un orga-
nisme vivant ou sur sa descendance, résultant de changements dans la
fonction endocrine [5]. La structure chimique et le mécanisme des per-
turbateurs endocriniens sont trés variés : ils peuvent potentiellement
interférer avec la production, la sécrétion, le transport, le métabolisme,
la liaison, 'action ou I’élimination des hormones naturelles. Ainsi, leur
identification est complexe et nécessite le recours a I"expérimentation
animale pour caractériser leurs effets physiologiques déléteres. Parmi
ces substances, on trouve des produits pharmaceutiques, agricoles, a
usage industriel ou domestique, et des mycotoxines [5].

D’autres facteurs peuvent également induire des troubles de la
reproduction pouvant entrainer une hypofertilité madle. Ce sont des
facteurs physiques (température, champs magnétiques, lumiére ou
rayonnements ionisants) et physiologiques (nutrition).

Jusqu’a présent, les études portant sur 'infertilité male se sont majo-
ritairement intéressées aux vertébrés. Pourtant, 95 % des especes
animales ne font pas partie de ce groupe. Yang et al. ont montré que
les males de crustacés issus d’un site industrialisé avaient un stock de
gameétes mdles moins important que ceux issus de sites non industria-
lisés [6]. Des lombrics traités avec un herbicide ont moins de sperma-
tozoides que les témoins [7]. De plus, des anomalies morphologiques
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Figure 1. Cycle de développement chez les hyménopteéres parasitoides. Exemple du parasitoide coléoptéres qui affectent des stocks de

Dinarmus basalis (cycle en bleu) et de son hote Callosobruchus maculatus (cycle en rouge) blé sont supprimés par P'utilisation d’Ani-

ravageur des graines du haricot niébé (V. unguiculata). sopteromalus calandrae [12]. D’autre
part, environ 15 millions d’hectares de
peuvent étre induites, par exemple chez des lombrics vivant dans des  cultures et de foréts dans le monde sont traités annuel-
sols riches en plomb, une grande proportion de gametes males ont lement dans le cadre de la lutte biologique avec des
des formes anormales [8]. La reproduction des mdles peut aussi étre  trichogrammes?® [13].

affectée par des modifications de I’environnement qui agissent direc-  €n plus de leur intérét agronomique, les parasitoides
tement sur les spermatozoides, notamment chez les espéces a fécon-  sont aussi étudiés dans le cadre de recherches fonda-
dation externe. Chez I'oursin, par exemple, une exposition aux UV-B, mentales en génétique, écologie et comportement. Par
au cadmium ou au phénol induit une diminution de la motilité des exemple, dans notre laboratoire, nous utilisons trois
spermatozoides et de la fertilité [9, 10]. Pourtant, les modes d’action  espéces d’hyménoptéres parasitoides de la famille
des facteurs environnementaux (action directe sur les gamétes ou des Pteromalidae : Dinarmus basalis, Anisopteromalus
perturbation des systémes hormonaux) demeurent inconnus ainsi que

I’existence d’une sensibilité plus ou moins importante de certaines

périodes de développement a ces facteurs environnementaux. Il - - BE— —
! Les trichogrammes sont des guépes de toute petite taille qui ont la particularité de

semble intéressant d’analyser I'infertilité dans un contexte évolutif, parasiter les oeufs de la pyrale (qui infecte les champs de mais) et de les détruire.
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calandrae et Nasonia vitripennis. Les deux premiéeres vivent dans des
régions chaudes et la derniére en pays tempérés.

Chez D. basalis et A. calandrae, les femelles localisent les larves hotes
dans les graines contaminées par les hotes ravageurs. €lles insérent
I’ovipositeur dans la graine, paralysent I’hGte et déposent un ceuf
sur celui-ci (Figure 1). éclosion a lieu en moyenne 30 h apres, puis
différents stades larvaires se succedent, durant lesquels la larve croit
rapidement en se nourrissant de son héte [14]. La mue nymphale
a lieu 6 a 8 j apres la ponte. La nymphose se poursuit durant 5 a 7 j
pour les males et pendant 6 a 9 j pour les femelles. Ainsi ces espéces
sont protandres, car les males émergent des graines 1 j avant les
femelles [15].

N. vitripennis est un parasitoide de pupes de mouches. La femelle de
Nasonia transperce avec son ovipositeur I’enveloppe de la pupe, qui
contient la nymphe de mouche, et pond entre 20 et 50 ceufs a sa sur-
face. Aprés éclosion des ceufs, les larves de nasonia se nourrissent de
I’hote. Plusieurs stades larvaires et la nymphose ont lieu avant que les
adultes émergent. Ce cycle prend environ 14 j a 25 °C.

Biologie de la reproduction
chez les hyménopteres parasitoides

Le mode de reproduction des hyménopteres est la parthénogenése arrhé-
notoque : un madle est issu d’un ceuf non fécondé et une femelle d’un ceuf
fécondé (Figure 2). Les males possédent deux testicules formés de tubules
qui contiennent les cellules germinales enfermées dans des cystes. Toutes
les cellules germinales d’un cyste évoluent de fagon synchrone et dérivent
d’une méme spermatogonie. Dans la zone de maturation du follicule, les
spermatocytes subissent la méiose. La 1" division de méiose est raccourcie
et la 2¢ normale [16]. Ainsi, le contenu génétique de tous les spermato-
zoides est identique. Ces spermatozoides sont ensuite stockés chez le madle
dans un organe appelé vésicule séminale (Figure 3).

Au stade nymphal, chez D. basalis, les testicules sont présents mais
les vésicules séminales ne contiennent pas encore de spermatozoides
matures ; la 1 vague de spermatogenése ne serait pas achevée. Chez
le jeune adulte, environ 350 spermatozoides/j sont produits [17]. Le
nombre de gametes dans les vésicules séminales augmente avec I’dge
[17, 18]. Aprés I’émergence, on en dénombre, stockés dans les vésicules
séminales, environ 3 100 chez D. basalis [18], 4 000 chez A. calandrae
[19], et plus de 20 000 chez N. vitripennis [20]. Leur viabilité dans les
vésicules séminales n’est pas affectée par I’dge, elle est d’environ 56 %
chez D. basalis a 1 jet 30 [18].

Apres une cour de 15 s, la copulation a lieu en moyenne en 24 s chez
D. basalis [15]. Les spermatozoides sont déposés dans la cavité uté-
rine des femelles, aucun spermatophore? n’est observé. Vingt-quatre
heures apres un accouplement simple, environ 150 spermatozoides
se retrouvent dans la spermathéque (Figure 4). Ce stock permettra a
la femelle de pondre tout au long de sa vie sans se réaccoupler [14],

? Sécrétions du male, sous forme d’une masse renfermant de nombreux spermatozoides et qui est
transmise a la femelle.
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Figure 2. Principe de I’haplodiploidie chez les hyménopteéres
parasitoides pratiquant la parthénogenése arrhénotoque. Les
mdles sont haploides et sont issus d’un ceuf non fécondé,
tandis que les femelles sont diploides et sont issues d’un ceuf

fécondé.

donnant environ 92 descendants filles durant la vie
reproductive, soit une efficience de 0,6.

Les particularités de ce systeme de reproduction,
par rapport a ceux des mammiferes, sont le petit
nombre de spermatozoides transférés par les males
puis stockés par les femelles et la forte efficience des
spermatozoides. De plus, le sex-ratio des descendants
produits dépend du stock de spermatozoides dans la
spermathéque.

Lhypofertilité male induite chez les
hyménopteres parasitoides

Notre équipe a étudié la fertilité madle chez les hymé-
noptéres parasitoides. Nous avons pu constater que
plusieurs stimulus, stress alimentaire, herbicide et
chocs thermiques, lorsqu’ils sont appliqués sur la larve
ou la nymphe, induisaient une diminution du nombre de
spermatozoides chez les mdles adultes.

Nous avons ainsi mis en évidence que les males de D. basa-
lis se développant sur un héte de faible poids (1 a 2,7 mg)
avaient un stock de spermatozoides 2,3 fois moins impor-
tant que les madles nourris avec un hdte plus gros (8 &
10 mg) [21]. Chez cette méme espéce, un choc thermique
(température de -18 °C pendant 1 h) (Figure 5) appliqué
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Figure 3. Demi-tractus male de D. basalis. La figure indique les différentes
zones contenant des spermatozoides en cours d’élaboration (spermatogenése

et spermiogenése) ou matures.

au premier stade nymphal provoque une réduction du nombre de sperma-
tozoides de 80 % [17]. De la méme maniére, A. calandrae est sensible a
la température puisque des mdles issus de nymphes maintenues a 38 °C
pendant 3 j ont moins de gametes que les madles témoins issus de nymphes
élevées a 30 °C. Enfin, notre équipe a étudié les effets du Paraquat, un
herbicide mondialement utilisé avant son interdiction en Europe en 2007,
sur les performances de reproductions mdles. Dans ces expériences, les
larves d’A. calandrae se nourrissaient de larves d’hotes dans lesquelles des
quantités croissantes de Paraquat (0,1 & 0,5 g/L) avaient été injectées. Le
nombre de gametes des males issus de ces larves était réduit par rapport a
celui des males témoins [22].

Bien que ces stimulus, appliqués sur les larves ou nymphes de parasi-
toides, induisent une baisse de la production de gametes chez le madle
adulte, cette diminution a-t-elle une conséquence sur la capacité
de reproduction des males traités ? €n effet, apres un accouplement

simple avec une femelle, on retrouve autant de sper-
matozoides dans les spermathéques et le méme nombre
de descendants filles, que les males aient été traités
ou non [21, 22]. €n revanche, lors des compétitions,
les mdles traités ont moins accés aux femelles que
les mdles témoins. Par exemple, les madles soumis a
un choc thermique (froid) ne gagnent la compétition
pour la femelle que dans 35 % des cas [17]. Dans des
conditions d’accouplements multiples (1 mdle avec
20 femelles), les males issus de larves exposées aux
stimulus inséminent moins de femelles que les males
témoins et par conséquent moins de spermatozoides
sont dénombrés dans les spermathéques des femelles
[17].

Il est donc possible d’induire expérimentalement
une hypofertilité male en exposant a des stress les
hyménopteres parasitoides lors de leur développe-
ment. De plus, le succés du mdle dans sa fonction de
reproducteur dépend principalement de son stock de
spermatozoides, ce dernier dépendant des conditions
de vie (dge, ressources alimentaires, perturbations
environnementales).

Les hyménopteres parasitoides : un bon
organisme modeéle pour étudier I’hypofertilité

Nos travaux chez les hyménopteres parasitoides sont en
accord avec d’autres travaux chez les mammiféres qui
montrent que des pollutions de I'environnement per-
turbent la mise en place du tractus génital pendant la
vie embryonnaire avec des conséquences sur la fertilité
de P'adulte. Ainsi, I’étude des fonctions males chez ces
especes peut susciter de nouvelles pistes de recherche
dans le domaine de la dysgénésie testiculaire chez les
mammiferes. Nous disposons aujourd’hui d’un modele
d’hyménoptére parasitoide permettant cette étude. Le

100 um
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Figure 4. Appareil reproducteur des
femelles. A. Appareil reproducteur
des femelles Dinarmus basalis.
o : ovarioles, sp : spermatheque.
B. Spermathéque de la femelle
D. basalis. r : réservoir de la sper-
matheque, g : glande spermathé-
cale, ¢ : conduit de la sperma-
théque, s : forme en S du conduit
de la spermathéque (acquisition

vidéo sous microscope).
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Figure 5. Exemple de protocole utilisé pour I’étude du potentiel reproducteur male.

faible nombre de spermatozoides produits et stockés permet une étude
aisée de la descendance et des capacités de reproduction des mdles
de cette espéce, qu’ils soient en compétition ou non pour les femelles.
Nous pouvons dénombrer les spermatozoides et en mesurer également
la viabilité lorsqu’ils sont stockés aussi bien dans les vésicules sémi-
nales que dans la spermatheque de la femelle aprés I’accouplement.
Chaque spermatozoide, ou presque, transmis et conservé par la femelle
contribuera a la formation d’un descendant [14], ce qui souligne chez
ces especes ’efficience spermatique. Grace a des mutants facilement
identifiables et des expériences d’accouplements successifs avec plu-
sieurs mdles (mutants et sauvages), il est aisé de comparer les succés
reproducteurs de chaque male en analysant les phénotypes des descen-
dants. De plus, "haploidie des mdles est un avantage dans le criblage
de mutations permettant de révéler les alléles récessifs.

Outre les avantages de ce modele pour I’étude de la fonction madle,
décrits ci-dessus, les hyménopteres parasitoides s’élevent en labora-
toire, et on peut méme arréter leur développement quelques jours par
réfrigération. Leur cycle est court (environ 14 j), ce qui facilite I’étude
des individus et de leur descendance. A. calandrae est disponible
commercialement en tant qu’auxiliaire pour la protection des stocks
de graines et, comme pour N. vitripennis, il existe une grande variété
de mutants ayant des yeux de couleurs différentes.

Enfin, le séquencage trés récent du génome de N. vitripennis [23] ainsi
que le développement de techniques de manipulations génétiques,
notamment d’ARN interférence, font de cette espéce un bon organisme
modele pour étudier I"hypofertilité. N. vitripennis est bien connu en
laboratoire, car cet insecte est utilisé depuis plus de 60 ans comme
sujet d’étude en écologie, comportement, environnement et déve-
loppement. Il a été découvert récemment que N. vitripennis disposait
du matériel enzymatique pour réaliser la méthylation de I’ADN (geénes
dnmt-1 & -3, DNA methyltransferase) [23]. Ceci peut &tre important,
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car chez les rongeurs, des travaux expérimentaux ont
montré que les effets des perturbateurs endocriniens
pouvaient se transmettre aux générations suivantes via
des mécanismes épigénétiques [24].

Conclusion

Les mécanismes de la reproduction chez les hyménop-
téres parasitoides peuvent étre étudiés gréace : (1) aux
méthodes d’analyse des fonctions testiculaires, (2) aux
avantages du modeéle (parthénogenése arrhénotoque,
temps de génération court, efficience des sperma-
tozoides), (3) aux outils génétiques développés. Les
mécanismes de régulation pourront alors étre compa-
rés avec ceux existant chez d’autres espéces. De plus,
I’étude du génome de nasonia a révélé que 60 % de
ses genes avaient un orthologue humain, 18 % étaient
spécifiques des arthropodes et 2,4 % spécifiques des
hyménoptéres [23]. Ainsi les connaissances acquises
chez ces especes pourront peut-étre étre extrapolées
chez d’autres organismes.

Le contrdle endocrinien de la reproduction chez les
insectes est réputé étre différent de celui des mammi-
feres. Certaines hormones sont spécifiques des arthro-
podes, parmi elles les ecdystéroides, produits par les
glandes prothoraciques et les gonades, et les hormones
juvéniles produites par les corpora allata. €lles agissent
au niveau génomique via des récepteurs nucléaires
proches de ceux des vertébrés. Les récepteurs aux
cestrogenes et aux androgénes ne sont pas présents
chez les insectes. N. vitripennis a le plus petit nombre



de genes précurseurs de neuropeptides en comparaison avec d’autres
insectes (y compris I’abeille) puisqu’une étude récente a identifié
51 neuropeptides et hormones protéiques [25]. D’autre part, il est pri-
mordial de ne pas prendre seulement en compte les mammiféres pour
I’identification des substances agissant en tant que perturbateurs
endocriniens. Pour endiguer le déclin de la biodiversité, le criblage
des molécules altérant la fertilité doit également tenir compte des
modes d’action des hormones des invertébrés. Ces modes d’action
peuvent étre plus facilement compris en utilisant les hyménoptéres
parasitoides comme modeéle. ¢

CONFLIT D’INTERETS
Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d’intéréts concernant les données publiées
dans cet article.

SUMMARY

Parasitic wasps, a model for studying male subfertility

Many studies have reported an increase in male reproductive disorders
due to the environment. Despite their ecological importance inverte-
brates have been poorly studied; they are yet affected in the same way
as vertebrates by changes in the environment. Different stresses made
on parasitic wasps are able to induce a male subfertility. These insects
are easy to rear in the laboratory, used to control insect pests, and
have other benefits presented in this article. Parasitic wasps are good
models for understanding the mechanisms inducing subfertility and
may provide new areas for research in vertebrates. ¢
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