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Contribution a I'étude des moustiques anthropophile de France : le cas particulier du genre
Coquillettidia.

Les principaux enjeux de la gestion des moustiques en France santdatiopm des risques vectoriels
et le contrble de la nuisance. A travers une étude historiqua sransmission du paludisme dans les vallées
alpines, nous avons démontré que les aménagements hydrauliques d&vaiestunsidérés comme des
facteurs a risque pour le développement de maladies vectorielles.

L’estimation de la nuisance percue permettrait d’adaptesrig@e des moustiques aux attentes de la
population. L’expérience de deux enquétes sociologiques a congosed les bases d’'un observatoire de la
nuisance, qui emploierait conjointement et régulierement les satiiologiques et les échantillonnages sur le
terrain, pour une démoustication raisonnée.

Les moustiques du gen@oquillettidia représentent une nuisance mais sont inefficacement controlés,
les larves vivant fixées aux racines des végétaux en profond&lria des traitements. A l'issue d’une vaste
étude de terrain, une liste d'indicateurs écologiques caraicféeistdes gites larvairesCGoquillettidia a été
dressée pour faciliter leur localisation. La nature des plantes agsatigjagprésence de kairomones (p-crésol,
acides laurique et heptadécanoique), le courant, la salinttépldité, la pérennité de la piéce d’eau et son
entretien, sont trés probablement impliqués dans le choix des gites cofmarisés moustiques.

Des tests comportementaux couplés a des analyses chimigab®smoire ont permis de déterminer
les mécanismes gouvernant la fixation des larves aux racoas dépend leur survie. Nous avons mis en
évidence l'implication de substances allélochimiques gén@sligilycérol, uracile, thymine, uridine et
thymidine) dans la reconnaissance des plantes hotes par les Ldinvéuence de l'intensité lumineuse, de la
teneur en oxygene de I'eau, et de la morphologie des racines sur le comporteiimatiodea été démontrée.

Enfin une stratégie larvicide adaptée a I'écologie particulier€oquillettidia a été mise au point.
Nous avons prouvé que des plantes aquatiques pouvaient acheminecitiridesgystémique, le diméthoate,
par voie phloémienne jusqu’aux racines, et libérer des composés texigoestact des larves. La fixation est
fortement perturbée (- 85%), ce qui amplifie I'efficacité de cettéésfiea

Contribution to French anthropophilic mosquitoes stidy : the particular cases of the genus
Coquillettidia

Mosquito pest and disease vector populations are the main paurpbseosquito control and
monitoring in France. In an historical study on malaria trassiom in Alpine valleys, we pointed out that
hydraulic developments should be considered as risk factors for vector-ts#asedoutbreaks.

The evaluation of public perception of mosquito nuisance could help to adapt
insecticidal treatments to people’s expectations. Experiencevadhietwo sociological
studies led us to propose the establishment of a mosquito pest survey basadgulahe
and combined uses of sociological tools and field sampling.

Coquillettidia mosquitoes are a major nuisance and are difficult to @prgince larvae live in a
protected and deep habitat, attached to plant roots for their oxygen.sTipplresults of a large field study
allowed us to inventory ecological indicators @bquillettidia breeding sites, that can help to locate them.
Aquatic plant species and kairomones emission (p-cresol, Engibeptadecanoic acids), water flow, salinity,
turbidity, persistence of standing waters and impact of human mpsratust be involved in the choice of the
breeding sites by these mosquitoes.

Behavioral tests combined with chemical analysis enabled igemtify the mechanisms governing
larval behavior of attachment to roots, determinant for trseirvival. It is proved that generalist
semiochemicals (glycerol, uracil, thymine, uridine and thymjdame involved in the host-plant identification
by swimming larvae. Light intensity, oxygen concentration of water and moargshology are also influencing
larval attachment.

Finally, a larvicidal strategy specially adapted to la@adjuillettidiaecology was set up. The capacity
of aquatic plants to transport the systemic insecticide tiwaéd via the phloem to the roots, and to release
toxic compounds in larval surroundings has been providme high diminution (-85%) of larval
attachment abilities increases the efficiency o trategy.
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Introduction générale

A. Les moustiques et les zones humides

Les moustiques font partie de la classe des Hexepetide I'ordre des Diptéres (les
adultes ne possédent qu’une paire d’ailes), le idenex ordre en nombre d'espéces (plus de
250 000) aprés celui des Coléoptéres. Les moustigpartiennent a la famille des Culicidés

qui compte de part le monde environ 3500 especgsustespeces.

L’écologie des moustiques est étudiée depuis lomggeet les moeurs de nombreuses
espéces ont été décrites dans la littérature (Gill®71 ; Service, 1993 ; Schaffner al.,
2001). Dans la bibliographie, les études concerlgantoustiques et leurs habitats ont toutes
pour objet I'étude du vecteur, au mieux du nuisjblénsecte n'est présenté comme
indicateur de biodiversité que dans de rares oead§chafer, 2004 ; Willott, 2004). Une
approche récente du sujet propose de classer |eicess de moustiques en groupes
fonctionnels, selon leurs caractéristiques biolog&(Schafeet al., 2004 ; Pradekt al.,
2007). Cette classification en fonction des traifsistoire de vie des espéces permet de

donner des informations relatives a la biodivérdits zones humides échantillonnées.

La Convention de Ramsar relative aux zones humitiegportance internationale
(1971) définit ces milieux comme « des étenduesndeais, de fagnes, de tourbiéres ou
d'eaux naturelles ou artificielles, permanentestemporaires, ou l'eau est stagnante ou
courante, douce, saumatre ou salée, y compristdedues d'eau marine dont la profondeur &
marée basse n'excéde pas six metres ». Hormidetaraux courantes et salées, on retrouve
des moustiques dans tous les types de zones hunodespondant a cette définition. Les
zones humides ont été assainies en nombre cegdariniécennies, parce qu'elles étaient un
frein & I'agriculture et a l'urbanisation, mais auparce que fréquentées par les moustiques,
elles étaient associées aux nuisances et aux mslallijourd’hui, une prise de conscience
générale a émergé qui a permis d’attribuer aux gdmemides des statuts de milieux
remarquables, protégés par des lois : ConventioRatasar (1971), Directives Européennes
Oiseaux (1979) et Habitats (1992). Pour autant; tgstion reste par endroits sujette a
controverses, car elle profite aux populations destiques qui proliférent.
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Les moustiques sont présents sur tous les condirsanif en Antarctique, & proximité
de piéces d’eau stagnante, nécessaires au déveleppeles stades immatures (Lehane,
1991 ; Clements, 1999). Les femelles déposent leaufs soit directement a la surface de
'eau, c'est le cas des genrédsiopheles(Meigen, 1818) etCulex (Linnaeus, 1754) par
exemple, soit sur un substrat humide dont l'inoialapermettra I'éclosion, c’est le cas des
genresAedes(Meigen, 1818) etOchlerotatus(Lynch Arribalzaga, 1891). Les individus
immatures passent par quatre stades de développ&aneaire successifs, qui se nourrissent
principalement de microorganismes, algues et détrills respirent a la surface de I'eau
I'oxygéne aérien, sauf pour les genfésquillettidia (Dyar, 1905) eMansonia(Blanchard,
1901) qui puisent I'oxygéne circulant dans lesmaside certaines plantes aquatiques. Apres
un stade nymphal de transformation compléte dgdimisme (insecte holométabole), I'imago
émerge pour investir le milieu aérien (figure 1psLadultes se nourrissent de nectar de
plantes, et aprés accouplement la femelle rechewmchanimal vertébré pour effectuer un
repas de sang nécessaire au développement des(lesufemelles de certaines espéces
peuvent toutefois pondre sans avoir pris de repassahg, il s’agit alors d’'une ponte

autogéne).

adultes

EMERGENCE

Wyl CROISSANCE

en 4 stodes lorvoires

Figure 1 : Cycle de vie du moustique comm@ulex(CuleX pipiens(Linnaeus)

Source : site internet de 'EID Rhdne-Alpes.
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B. Moustiques, risque sanitaire et nuisance

Tous les moustiques ne piquent pas 'homme, maisephiais du repas de sang, les
espéces qui le font représentent une menace, ke ®bnt potentiellement vecteurs de
pathogénes, transmis a I'hdte par la salive ingeaté cours de la piglre. Les moustiques sont
ainsi impliqués dans la transmission de dizainesn@ddadies humaines ou vétérinaires,
certaines tristement célebres comme le paludismmdehgue. Dans le cas de cette derniere
'agent pathogéne transmis par un moustique duegkedesest un arbovirus du groupe des
flavivirus, infectant chaque année 50 millions d&spnnes dans le monde (Source : site
internet de 'OMS, 2002). Dans le cas du paludismaladie responsable d’'un million de
décés chaque année et endémique dans 107 paysptamopire du genr@lasmodiumest
transmis par une femell&nopheles(WHO, 2005). La transmission de ces maladies est
endémique lorsque le parasite rencontre les condithécessaires a leur reproduction et que
la densité des hbétes (moustiques et hommes) ditasii®é pour qu'ils rentrent fréquemment
en contact. Les zones tropicales du globe sonplies touchées parce que les conditions
climatiques, la diversité d’habitats favorisenptalifération des moustiques, et que I'hygiéne

et la santé des populations humaines accroit idnérabilité (figure 2).

Plus au nord, en Scandinavie ou au Canada par éxeuohp grosses densités de
moustiques sont responsables de nuisances quintenddaines régions inhabitables. Les
réactions de I'homme aux piqQres (irritations, rewrg, causant souvent insomnies et
prostration) étaient considérées au Canada comrpeoldéme numéro un en entomologie
médicale il y a 50 ans (West, 1961). Des explostmglaines des populations de moustiques
y étaient fréquemment observées, empéchant norrmsent les activités de plein air, mais
compromettant gravement le développement de régfblasrison & Cousineau, 1973).
Aujourd’hui ces situations se reproduisent maisderonséquences sont moins dramatiques

gréace aux progres des techniques de démoustication.
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©®Warld Health Organization, January 2004

Figure 2 : Carte de la répartition mondiale des cas dedisthe (source : OMS, octobre 2005)

Carte en libre accés a I'adreshép://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Mapstgib cases.jpg

En France, la problématique vectorielle liée auxustigues est limitée depuis
I'éradication compléte du paludisme sur le terrécéuropéen dans les années 50. A9
siécle, la maladie était répandue du bassin méditéen a la Grande-Bretagne (Dobson, 1980
et 1994 ; Reiter, 2000) et méme jusqu’au Danemaek d-inlande (Bruce-Chwatt & Zulueta,
1980 ; Huldéret al.,2005). Les derniers cas de transmission de figyabsdéennes par des
moustiques autochtones en France métropolitainemamt aux années 40, avec le retour de
soldats infectés des zones d’'endémie. Le dernisr atdaochtone signalé pour la Corse
remontait a 1972 (Guillet, 1996 ; Gourvelletcal., 2005), jusqu’a la récente suspicion de trois
cas lors de I'été 2006, toujours en Corse (Armedgaal.,2006 ; Poncoet al.,2007).

Quelques cas de transmission du virus du Nil Oatadeaux équins ont été observés
sur le littoral méditerranéen ces dernieres anmede® cas humains non mortels on été
diagnostiqués dans le Var en octobre 2003 (Maéleal., 2003). Le vecteur soupgonné est
'espéceCulex modestyscommune sur le territoire (Ludwigt al., 2005). Les moustiques
assurent aussi la transmission aux mammiféres e ymyxomatose, Puech, 1980) et de

nématodes (filarioses). Le risque sanitaire repitésear les espéces anthropophiles en France
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est surtout lié actuellement aux réactions de lfggique provoquées par les piqdres. Elles
sont la conséquence de l'injection par le moustiduee petite quantité de salive allergéne

sous la peau de I'héte avant le prélevement du aanmgveau des capillaires.

C. Le contréle des moustiques: modalités, limites et enjeux

environnementaux

En France l'idée d'un contrble des populations deustiques est née a la fin des
années 50. La principale cause n’était pas le eisspnitaire, mais bien plus la vocation
touristique de certains territoires, présentantidesmpatibilités avec de fortes nuisances. Les
départements voisins de la Camargue, conscients lere territoire était associé aux
moustiques dans l'inconscient collectif, ont déad@écontréler ces nuisances pour ne pas étre
privés des retombées économiques du tourisme.

Sur le plan |égislatif, la loi de 1964 sur la démsiization et ses décrets d'application
ont permis la création d’établissements spécialigéss la lutte contre les moustiques : les
Ententes Interdépartementales pour la Démoustic@itD). Ces structures sont habilitées a
procéder aux prospections, traitements, travawoetrbles nécessaires a cette action sur les
zones d'intervention déterminées par arrété pifdcet en fonction des décisions des
conseils généraux et des communes. Les EID Méditée, EID Rhéne-Alpes et EID
Atlantique ont ainsi été créées au cours des arBi&egermettant de répondre aux attentes
des élus et des populations concernées.

La lutte orchestrée en France par les EID n'a jpas put d’éliminer les moustiques
d’une région, mais de contrbler leurs populatioosrgdimiter la nuisance qu’elles génerent a
un seuil tolérable par les riverains (Besnard &ftamy 1999). Elle s’appuie en premier lieu
sur I'entretien physique des milieux (drainage,jaactsur la végétation), pour limiter les
facteurs de prolifération des moustiques (Maire71)9 Ensuite, un suivi régulier des
populations larvaires connues sur le terrain esdtsé grace a la cartographie écologique des
milieux, qui utilise la végétation comme indicaténiotique de gites larvaires (Rioex al.,
1967). En effet, I'évolution de certaines formadowégétales, unités écologiques dont le
fonctionnement est régi par le rythme des asséeattsnet des mises en eau, est corrélée au
cycle biologique des moustiques, qui dépendent m€snes conditionsLorsque ces

populations larvaires sont importantes, leur cdetf@ar des insecticides s'impose, afin de
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prévenir de fortes densités d'adultes vulnérdres. traitements sont surtout efficaces sur les
stades aquatiques (larves et nymphes), aux deggit€salement fortes dans les piéces d’'eau
stagnante et qui s’alimentent continuellement, maiscontrble des adultes est parfois
nécessaire en complément.

Les premiers insecticides utilisés pour lutter oontles moustiques étaient des
substances naturelles comme la nicotine et la co#r(Tissutet al., 1979). La premiére
molécule de synthése, le DDT (dichlorodiphenyltidchethane) découvert en 1939, fut
largement utilisée a travers le monde pour conmbéatityphus, les fievres des tranchées et le
paludisme pendant & guerre mondiale (Smith, 2000). Lui succédérentlangue liste de
molécules que 'on regroupe par familles aux matlastions différents : les organochlorés,
les organophosphorés, les carbamates et les ppddtes. Lors des premiéres années de
démoustication, 'EID Rhdéne-Alpes a utilisé des arg-phosphorés comme le téméphos
(formulation commerciale ABATE 500E) entre 1970L889 (source : site internet de I'EID).
Mais ces molécules peu sélectives et dangereused @ovironnement ont progressivement
laissé leurs places aux bactério-insecticides conen®ti (Bacillus thuringiensisvar.
israélensi¥ et le Bs (Bacillus sphaericus trés sélectifs et sans effet néfaste démontré su
'environnement (Merrit, 1989 ; Becker & Margalilt993 ; Boisvert & Boisvert, 2000). Ces
bactério-insecticides produisent, aprés ingestius $orme de spores, des cristaux protéiques
toxiques qui détruisent I'épithélium intestinal dasves, qui meurent rapidement (Nielsen-
Leroux & Charles, 1992). D'autres formes de lutigldgique ont été expérimentées dans le
monde, utilisant des prédateurs des larves de igoestcomme les larves de libellules, les
poissons (gambusies et épinoches), ou des parésitemtodes, champignons), mais ne sont
pas employées en France.

Avec linterdiction d'usage de 'ABATE dans le cadde la directive européenne
Biocide 98/8/CE, les bactério-insecticids et Bs sont utilisés en traitement anti-larvaires, et
l'utilisation de fénitrothion (organophosphoré), ddeltaméthrine et de pyréthrine
(pyréthrinoides) est permise au moment des émesegetiadultes (source : site internet de

'EID méditerranée).

L'emploi d’insecticides en démoustication rencontdes contraintes d’ordres
écotoxicologique et écologique. La premiére lingst liée a la capacité des populations de
moustiques a développer des résistances a ceritagesticides au fil des générations

(Hemingwayet al., 2004). L'emploi récurrent du méme insecticide dtiplusieurs années
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peut induire chez les individus une tolérance oe uutation leur permettant de contrer
l'effet de la matiere active. Cette résistance peimsi se transmettre aux générations
suivantes. Les premiéres résistances décritestértb&servées avec le DDT dés 1959 (Luen
& Shalaby, 1962), puis celles au téméphos et atébeicle Bs sont apparues au cours des
années 1990 (BenCheik & Pasteur, 1993 ; Rodsch&addunlla, 1996). L'emploi alterné de
différents insecticides est donc nécessaire poilerélapparition de résistances chez les
populations de moustiques.

La deuxieme limite est liée au choix d'un inseclicrespectueux de I'environnement.
En effet la majorité des insecticides chimiques mamtialisés ont un spectre d’action large et
sont interdits en lutte contre les moustiques. insgcticides utilisables en démoustication
doivent avoir une faible rémanence dans la zoneideirétre sélectifs et ne pas s'accumuler
dans les tissus des organismes non-cibles dera faampagne (directive européenne Biocide
98/8/CE).

La démoustication doit donc trouver des compronasrprépondre a une double
demande de la société : limiter efficacement leisameces et contrbler les risques liés aux
moustiques, tout en respectant I'environnement.uidepne vingtaine d’années, on observe
une demande sociétale grandissante pour la préiseree I'environnement et en particulier
des zones humides, particulierement menacées. dnturtotre société cherche toujours a
améliorer son confort de vie, et les nuisances @uesmoustiques sont rarement tolérées.
Face a ce paradoxe, les disciplines de la biolegide I'écologie ne suffisent pas a elles

seules pour trouver des solutions applicables anlxiggmes rencontrés par la démoustication.

16



D. Problématique de I'étude

Ce travail de thése en biologie adopte une démaachgnale, tournée vers la
pluridisciplinarité dont le but est de cerner laohiématiques actuelles de contrdle des

moustiques en France et de contribuer au dévelopmtetie nouveaux outils de gestion.

La premiére partie de ce travail présente les napmxistant entre les moustiques et

les hommes a travers deux études, I'une traitanisdue sanitaire et l'autre de la nuisance.
La premiere étude historique analyse les facteursaese dans la transmission du paludisme
par lesAnophelesen Rhéne-Alpes au 1% siécle. Les résultats sont discutés au regard du
contexte actuel du changement global, qui s’accgmpal’'une ré-émergence de certaines
maladies infectieuses en Europe (Sérandoat.,2007).

La deuxiéme étude utilise les outils de la soci@qmpur évaluer les représentations
du moustique dans la société actuelle et la pemede la nuisance qu’il génére. A la croisée
des problématiques de protection de la naturepder@e des nuisances et de prévention des
risques sanitaires, cette approche pluridiscipiendoit permettre de clarifier la nature de la
demande sociétale et faire émerger des élémentpdase pour les gestionnaires. A partir
des résultats obtenus sur le territoire rhdne-alpindans d'autres régions francaises
(Sérandour & Claeys-Mekdade, 2007), les élémentsmgitant la mise en place

d’observatoires régionaux de la nuisance sont dégagdiscutés.

La deuxiéme partie de la thése vise a apporteccdesaissances sur I'écologie et la
biologie larvaire des moustiques du gei@equillettidia qui représentent une nuisance
difficilement contrblable actuellement. En effegésllarves de ces moustiques vivent en
profondeur dans les gites ou elles échappent ait&rtrents classiques.

Cette seconde partie s’articule autour de troigtepldont le premier est une étude de
terrain visant a approfondir la connaissance dies darvaires d€oquillettidia L'intérét de
cette étude est de dégager des indices permetiariboalisation plus aisée des populations
larvaires, en vue d’'un échantillonnage ou d’urtéraent.

Le deuxiéme volet est la recherche, en laborataless mécanismes régissant la
relation particuliere entre les larves @equillettidia et les plantes-hétes, relation permettant

leur survie en milieu anoxique. L'étude du compawat de fixation des stades larvaires aux
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racines des végétaux est complétée par la rechdechgdiateurs chimiques, impliqués dans
la reconnaissance des plantes par les larves.

Enfin le troisiéeme volet est la mise au point doolatoire d’une stratégie insecticide
adaptée au contrdle d€squillettidia La méthode envisagée vise a utiliser la reladivaite

entre la plante et l'insecte pour administrer effiement un traitement larvicide.
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1° partie :

Problématique vectorielle et nuisance : des enjeux de société

A. Prévenir le risque sanitaire : référence as@@érandouet al.,2007)

Depuis la fin de la deuxiéme guerre mondiale,dagmission de maladies vectorielles
a I’'homme a pratiquement cessé en Europe. L’'assaiment des zones humides, les progrés
dans I'hygiéne et les changements de pratiquesadgsi ont fortement limité les contacts
entre moustiques et hommes, et par conséquentalesntissions. Pourtant depuis la fin du
20°™ siécle, les recherches se multiplient pour évalegprobabilités de ré-émergence de
certaines maladies infectieuses comme le palud{eéer, 2001 ; Romet al., 2001). Le
changement global a travers ses différentes maaifess, changement climatique,
changement d'utilisation des terres et multiplicatid’espéces invasives, fait craindre aux
autorités sanitaires l'arrivée de vecteurs et dihglagies exotiques sur le continent. Les
scientifiques surveillent notamment la colonisatifuigurante de I'Europe par I'espéce
asiatique Aedes (Stegomyia) albopictuSkuse, 1894), vecteur de la Dengue et du
Chikungunya sous les tropiques (Guillet & Natha®94; Schaffner & Karch, 2000). Des
programmes européens et nationaux de recherchet isétudier I'état des populations de
moustiques frangais susceptibles d’étre impliguéssddes épidémies de fiévre du Nil

Occidental, ou de paludisme (par exemple le pmjedpéen EDEN.

Le paludisme était endémique en Rhone-Alpes jusiaufin du 1§™ siécle. Dans certains villages des Dombes, régjiéangs
située a l'est de Lyon, I'espérance de vie d’unitaab était de 24 ans contre 35 ans pour la moyelsefrancais, et jusqu'a 94% des
habitants étaient atteint de paludisme (Deruaz8)l9Bes plaines alluviales marécageuses des fleailgins aux fortes densités de
moustiques Anophéles, étaient également de sisidyers paludéens (Chiron, 1846 ; Mosca, 1860).

Actuellement, les populations d’Anopheles de ldaégont mal connues car elles ne représententd@aisque sanitaire ni de
nuisance forte. Dans un contexte de préventionridgaes sanitaires liés aux moustiques, il appargibrtant d'identifier les facteurs a
risque pour un retour des maladies vectorielleRigine-Alpes, et en particulier du paludisme.

L’étude historique présentée ici a pour but derdéteer I'impact des fiévres paludéennes sur la dfmahie au 19 siécle dans
la vallée de I'lsere, et d'identifier les factewgant joué un réle dans les différentes phasegdedescence de la maladie. Les relations
entre des données météorologiques reconstituéd&pdgue, les différents aménagements de la pklingiale et les cas de paludisme sont
analysées a partir de données d’archives. Lestaésdle I'étude sont replacés dans le contextesladtuchangement global et des maladies
émergentes.

A.1l. Matériel et méthodes :

! Le projet EDEN : Emerging Diseases in a changingfean eNvironment, est un projet intégré du 6éme
PCRDT de la Comission Européenne.
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Des informations historigues de sources variéesceptibles d’expliquer les
conditions de transmission du paludisme dans lEeale I'lsére au £9° siecle, ont été
recherchées.

Les données démographiques ont été obtenues dansedgstres de décés de huit
communes situées dans la vallée de I'lsére autaurlad confluence avec I'Arc, zone
marécageuse particulierement malsaine a I'époque.

Les communes de Notre-Dame-des-Millieres (1030thats en 1844), Sainte-Héléne-sur-
Isére (non documentée), Grésy-sur-Isére (non doctdmpe Aiton (890), Fréterive (non
documentée), Bourgneuf (406), Chamousset (301jatmBux-sur-Gelon (1409) ont ainsi été

Grenoh,

Freterive

L
ChamouxsurGelon 0 5 Km

Anciens alluvions grossiers (sable, graviers, galet
<=2r Réseaupermanent de tresses fonctionnelles
—\ Projet d’endiguement en 1829

Figure 3 : Carte de la vallée de I''sére en RhéAlpes avant les travaux d’endiguement en 1829
choisies (figure 3). démographiques sont disposiltlans chaque mairie sous la forme du

recensement des décés de chaque année, depuiéel’d®28 jusqu'a 1900 (sauf pour
Chamousset et Sainte-Héléne-sur-Isére ou desnegisanquent).

Les causes des décés n'étant pas reportées daneegdisses, les informations
concernant les cas de fievres paludéennes onéétéillies a partir de rapports de médecins
locaux décrivant les symptdmes a travers la pojpungMasson, 1883 ; Marie-Girod, 1884).

Ces descriptions sont précises (« fievres inteemigts », « fiévres tierces », fiévres quartes »)
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car ces médecins tenaient les fiévres paludéenmas rpsponsables des pics de mortalité
observés certaines années.

La description des différents aménagements hydpaesi ayant concerné l'lsére et ses
affluents (I'Arc et le Gelon) au cours du®f§siécle a été obtenue a partir de documents
d’ingénieurs hydrauliques, disponibles aux archidégartementales de Savoie, & Chambéry
(“Archives administratives de la période sarde @8860): série FS: génie civil et travaux
publics” ; “Travaux publics depuis 1860 (série $onds du service des Ponts-et-Chaussées,
sous-série SPC").

Les données météorologiques du™fSsiécle ont été obtenues a partir du jeu de
données de températures et précipitations recaestpour les Alpes par Casy al (2005).

Les températures et précipitations mensuelles ésinont été analysées pour la localité
d’Albertville (45,25°N — 6,25°E) afin d’évaluer fifluence du climat de I'époque sur les

déceés enregistrés dans les communes étudiéesefeslé corrélation ont été menés a partir
de ces données météorologiques et des données dduniowies recensées pour les mémes

périodes, avec le logiciel StatView 4.57.0.0.

A.2. Résultats :

A.2.1. Evolution démographique dans les commune®da plaine

alluviale
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Le calcul des taux de mortalitt montre une augntentaapide et importante des
déceés dans la vallée de I'lsére entre 1828 et 18485 que les populations restent stables
(tableau 1). Cette augmentation est générale éasnsoimnmunes étudiées (de +21% a Aiton a
+167% a Notre-Dame-des-Millieres en 15 ans) maéstnpas observée a I'échelle de la
France pour la méme période, le taux de mortalithtéstable entre 2.51% et 2.35%
(Demonferrand, 1835 ; Boudin, 1857). Cette augniemtales déces parait donc limitée a la
zone d’étude, ou les taux de mortalité sont déja plevés que la moyenne nationale en 1828
(+6% a +94%).

Tableau 1: Comparaison des taux de mortalités de 5 corambordant I'lsére entre 1828 et 1843.
Les taux de mortalité sont calculées a partir dendes de Replat al (1844) et de Gex (1940)

Communes Taux de mortalité % (1828-1836) | Taux de mortalité % (1837-1843)
Aiton 4,86 5,86
Bourgneuf 3,66 5,63
Chamousset 3,32 5,32
Chamoux-sur-Gelon 2,67 3,86
Notre-Dame-des-Millieres 2,78 7,44

Les médecins de cette époque expliquaient la resoshce des décés par une
mauvaise gestion des cours d'eau affluents deré&)sBArc et le Gelon qui vers 1834
« refluent dans la vallée, pour y déverser les méssdélétéres qui y décimerent dés lors la
population, jusque la exempte des fievres palud&enn Le témoignage du médecin de
I'hépital de Betton (73), situé au niveau de lafamnce Arc-Isére, sur la dégradation de
'état de santé des ses patients aliénés mentaixiré&s évocateur. A la création de
I'établissement en 1832, aucun des 43 aliénés mitteint de fievres. En 1834, I'équipe
meédicale note que malgré la bonne tenue de I'&sdtient, « les fievres intermittentes y
attaquaient les aliénés, les employés et les seeats« qu'il était rare que les habitants
échappassent a la fiévre apres six mois de séjolEs 1842, «la quantité de quinquina
consommée dans la maison était vraiment fabuldvasile destiné a la guérison de la folie
devint un hopital de fiévreux ». Les fievres y étdiconstantes et « dans une seule année, sur
135 aliénés traités, 20 étaient décédés par sestéi@res endémiques » (Marie-Girod, 1884).

Ces témoignages et la description des symptdmeactésistiques de fiévres
paludéennes confortent I'hypothese d’une transonisdu paludisme affaiblissant I'ensemble

de la population de la vallée de I'lsére. L'augna¢ioh du taux de mortalité observée vers
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1840 dans les communes de la zone d’étude podoai étre liee a de forts taux d’infection

de la population certaines années.

A.2.2. Les populations d’Anophéles dans les vallgalpines

Les scientifiqgues étaient certainement moins isg¥s par I'étude des moustiques
avant la découverte, par Laveran, en 1903, datsinission du paludisme a 'lhomme par la
pigire d'un moustiqueAnophelesfemelle, ce qui explique I'absence de descripti®as
moustiques en Rhéone-Alpes, au’siécle. Aujourd’hui, les espéces d’Anophéles et le
implication dans la transmission de la maladie stmumentées, et nous nous appuyons sur
ces données pour évaluer a posteriori I'état desilptions d’Anophéles au 1% siécle dans
la région.

13 especes d’Anophéles sont décrites en Francei pesquelles seuleAnopheles
labranchiae(Falleroni, 1926)Anopheles superpictu&rassi, 1899) eAnopheles sacharovi
(Favre, 1903) sont considérées comme anthropop(8ielsaffneret al.,2001). Ces espéces
sont connues pour avoir été les vecteurs princighupaludisme #lasmodium vivaxdans
les pays du bassin méditerranéen, mais elles nepsésentes qu’en Corse actuellement. Une
récente étude a démontré un comportement tréssifgeesnthropophile des moustiques de
I'espéceAnopheles hyrcanu$allas, 1771) dans la région Camarguaise, méis espéce est
également absente en région Rhbéne-Alpes (Porgtoml., 2007). L'espéceAnopheles
atroparvus(Van Thiel, 1927) était impliquée dans la transmis du paludisme en France
jusqu'au début du 23°siécle et était responsable de nuisances daralée\du Rhone dans
les années 1980 (Gilet al.,1976). Des études ont montré sa sensibilité aelitidn parP.
vivax mais elle n'a jamais montré de sensibilité a dmscles africaines dEelasmodium
falciparum (Daskova & Rasnicyn, 1982). Cette espéce se nosuri mammiféres et sur
humains occasionnellement. Ses densités sembldriesfaen Rhdne-Alpes ou I'espéce
pourrait avoir été progressivement remplacée A@rpheles messed€alleroni, 1926) au
cours des dernieres décennies (Pichot & Derua,)198

Des especes considérées comme vecteurs secoralaioesasionnelles de paludisme
sont présentes en Rhone-Alpes, notamnfardpheles plumbeuéStephens, 1828) qui est
responsable de nuisances chaque été, aux abordgrameles villes (communication
personnelle EID). Des cas de transmission autoehtienpaludisme ont été attribués a cette

espéce en Angleterre et en Allemagne & la fin dil*20écle, et des tests d'infection en
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laboratoire ont confirmé que dés. plumbeusuropéens étaient sensibles & des souches
africaines deP. falciparum (Shute & Maryon, 1974 ; Krugeet al., 2001). Les espéces
Anopheles clavigefMeigen, 1804) efAn. messea@résentent un comportement zoophile
mais pourraient avoir été impliquées dans la trésson du paludisme comm@n.
atroparvusen Rhéne-Alpes jusqu’au 4% siécle.

Des especes d’Anophéles susceptibles de transmettygaludisme étaient donc
certainement présentes dans les vallées de Rhames-Au 19" siécle, et I'évolution du

nombre de cas et de déces pourrait étre directefigerdt la fluctuation des densités de
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Figure 4 : Estimations moyennes annuelles des précipitsn des températures
a Albertville entre 1828 et 1900. (Adapté de Castgl, 2005)

A.2.3. Relations entre conditions météorologigetesvolution démographique

Les densités de populations de moustiques soniteftrent influencées par la
conjonction des précipitations et de la températqre jouent sur I'éclosion des ceufs, la

création de gites larvaires, la vitesse du dévelommt post-embryonnaire et la survie des
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adultes. Les températures et précipitations auxtales d'Albertville, au 19" siécle, ont été
analysées et mises en relation avec I'évolution afgraphique des populations humaines
locales. Aucun événement climatique majeur n’asitar pendant la période 1828-1900 en ce
qui concerne les températures (figure 4). L'analgss températures mensuelles permet
toutefois de dégager une corrélation entre les éeatpres du mois de juin (toutes années
confondues) et le nombre de décés dans la populaionée qui suit (R= 0,102; Anova F =
8,06, p=0,0059, 1 ddl). Les précipitations, anrageiomme mensuelles, ne sont pas corrélées
au nombre de déceés dans la population (figure<0QP5).

Les conditions météorologiques ne semblent passanfes pour expliquer le grand
nombre de cas de paludisme et de déces dans ldapopudes 8 communes étudiées, au
19°Msiécle. D’autres facteurs influencant les densisnoustiques Anophéles ont donc été

recherchés.

A.2.4. Aménagements hydrauligues dans la valléel'ldére et évolution
démographique

Au début du 18" siécle, I''sére dans la combe de Savoie étaifeuvé tressé auquel
étaient associés de nombreux bras morts et macpgdaisaient de la plaine alluviale un
important foyer de fievres paludéennes (Mosca, L8Be@ndant les mois chauds, I'étiage
favorisait la prolifération de mares temporairesl@s paysans récoltaient la blacl@alex
Linné) pour nourrir le bétail. La présence d’eaagsante et les émanations des marais étaient
tenues pour responsables de la morbidité du lieduedéveloppement des fiévres. Le
gouvernement Sarde de I'époque décida, en 182%saliar les lieux en procédant a
I'endiguement de I'lsére (figure 3). A partir descdments laissés par les ingénieurs ayant
travaillé sur ce projet, les différentes étaped'alménagement de la plaine alluviale ont été

retracées et représentées dans la figure 5.

Les travaux d’endiguement du fleuve ont eu lied 880 a 1854, selon les secteurs. Le
but de cet ouvrage était d’assécher les marécagsim¥ en coupant les connexions avec le
fleuve (figure 5A). De nombreux ouvriers furentdotés par les fievres paludéennes au cours
du chantier et le nombre de décés fut multiplié paen I'espace de 10 ans, dans les

communes environnantes (période 1830-1840, figuye L&s bras morts et zones
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marécageuses restaient connectées, malgré lessdigae des infiltrations en période de
débécle, chaque printemps (Chiron, 1846 ; figurg. 28I voisinage de Grésy-sur-Isere, le
niveau du fleuve sélevait dans le canal artificezitrainant des inondations récurrentes a la

période des hautes eaux, de mi-avril a mi-juiéia création de mares temporaires.

Les architectes déciderent de colmater les marécdgela plaine en utilisant la
déposition naturelle de sédiments du fleuve, demiolurs serait détourné dans des bassins de
colmatage, de part et d’autre du chenal au momenéa diébacle (figure 5C). Les végétaux
aquatiques re-colonisaient rapidement ces bassigslthatage et les paysans continuaient de
récolter une biomasse végétale importante chaquéigtire 5D). Les années suivantes, les
cas de fiévres et le nombre de déces augmentaismivéeau (+75%, figure 6 ; Replett al.,
1844).

Une nouvelle loi francaise sur les associationsliegtes de communes, adoptée en
1865, permit une meilleure coopération entre vékagoisins et une circulation efficace des
eaux a travers de vastes bassins de drainagetarésaill colmatage progressif de I'ensemble
des marais (figure 5E). Ces derniers travaux d’@géments contribuérent certainement a
réduire la mortalité (-60% entre 1870 et 1900, g6 et le nombre de cas de fiévres dans la

vallée (Girel, en préparation).

La concordance des dates entre les différents ayaérents de I'lsére et les pics de
mortalité dans la population locale de Notre-Daras-Milliéres et Grésy-sur-Isere, suggere
que les travaux de contréle des crues ont jouébiem important dans la progression des

fievres.
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1830 :
Avant endiguement

1839:
Endiguement achevé

1841 :
Colmatage artificiel par
sédimentation au cours
d'inondations contrblées entre
le 15 avril et le 15 juillet

6 7 1851 :

| ? | | | [ |1 Bassins de  sédimentation
‘ colmatés. Vidange des bassins et
récolte de la blache entre le 15

juillet et le 15 avril.

| 11 10 | 12 1 1855 :

| | | | | | Opérations de drainage et
utilisation des nouvelles
terres en agriculture.

Figure 5: Coupe transversale du fleuve Isére au voisinagéllhge de Sainte Héléne sur
Isére, illustrant I'évolution des aménagements aytiques (période 1830-1860)

: Terrasses anciennes limoneuses cultivées

: Gite permanent (ancien bras alimenté par ditsdtions)

: Chenaux fonctionnels de cours d’eau tressé

: Chenaux fonctionnels en hautes eaux

: Chenal artificiel endigué

: Lit artificiel plus ou moins remblayé

: Turcie (bourrelet délimitant les zones a cobmat

: Bassin de colmatage inondé par une lame d’earante

: Bassin en voie de colmatage. Sols battantslavargileux. Gites temporaires.
10 : Bassin assaini par des fossés et des drai@s@&n(sol limono-argileux)
11 : Contre-canaux latéraux (canaux de colature)

©COoO~NOOTHAWNPE

|:| Alluvions grossiers de systemes tressés (sablagiegs, galets)
====p |nfiltrations

. Couleur symbolisant les ouvrages artificiels

27



A.2.5. Aménagements hydrauligues dans la valléelde et évolution

démographique

Le nouveau chenal de l'Arc (figure 3) fut constraiitre 1830 et 1839, simplifiant
'ancien circuit emprunté par la riviere tresséesD1832, I'élévation progressive du lit
endigué de la riviere, par accumulation de sédismamt aval, eut pour conséquence le
débordement de I'Arc et de son affluent le Gelondas terres cultivées de la plaine (Mosca,
1860). La zone devint rapidement marécageuse etkesde fievres progressérent rapidement
dans les localités de Bourgneuf, Aiton et Chamdwexnombre de déces dans la population
augmenta dés 1832, atteignant un pic de 126 déckgel entre 1840 et 1845 (+28%, figure
6).

Les travaux de diversion du cours du Gelon darieleve Isére, entre 1842 et 1854,
limiterent les crues et la mortalité diminua daagpbpulation, entre 1845 et 1860, avec un

minimum de 93 décés annuels (-26%).

Les travaux de colmatage de la plaine de I'Arc cemogérent en méme temps que
ceux de la vallée de I'lsére. lls favorisérent égant dans un premier temps la persistance de
mares temporaires et de marécages (plus de 1008 hearais le long du Gelon, figure 5D).
En conséquence, les cas de fiévres et le nombdédis augmentérent avec un nouveau pic
entre 1865 et 1870 (+17%, figure 6).

Les opérations de drainage de la vallée finirentagaainir la vallée de I'Arc dans les
années 1880, comme ce fut le cas dans la valléésdee (Dausse, 1872 ; figure 5E). Une
baisse significative du nombre de malades et désdétait relevée au voisinage des rivieres
Arc et Gelon en 1900 (-43%, figure 6).

L’endiguement des riviéres, les opérations de ctagmartificiel et de drainage dans
les vallées ont fortement perturbé le fonctionnentms systémes fluviaux au niveau de la
confluence Arc-Isére, dans la combe de Savoie.aB&sagements ont fortement modifié les
hauteurs de nappe d’eau souterraines, ils ontcgata la création de zones marécageuses
dans les vallées, phénoménes qui apparaissenniamtdiés au développement des fievres et

aux fluctuations démographiques observées (@iral.,1997 ; Girelet al.,2003).
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Figure 6: Evolution du nombre de déces entre 1830 et 1B0® les communes
situées au voisinage de la confluence entre |@reis Arc et Isére.

1: Crues récurrentes de I'Arc et du Gelon conéesia leur endiguement

2 : Achévement de I'endiguement de I'lsére 3 :athge artificiel en cours
4 : Début des opérations de drainage

A.3. Discussion

A.3.1. Contrble des crues, densité des populatibAsophéles et fluctuations
démographiques

Pendant la période 1828-1900, les températures megedu mois de juin sont
corrélées a la mortalité dans les communes de lgevale I'lsere I'année suivante.
Actuellement, les Anophéles sont observées a llétatire au printemps en Rhéne-Alpes. Il

est probable que les fluctuations de températuesmais de juin aient eu une influence sur
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les quantités d’Anopheles atteignant le stade edelt par conséquent sur les densités de
vecteurs. Néanmoins, les températures de juin fitpignt pas les densités larvaires
d’Anophéles dans la vallée de I'lsére, et des fastéés au fonctionnement hydrologique et a
la production de gites larvaires sont probablereantause dans la transmission du paludisme

au 19Msiécle.

Les résultats de cette étude démontrent I'impatunent les opérations de contrble
des crues sur la progression des fievres et I'antatien des déces dans la vallée de I'lsére
au 19™siécle. Les pics de mortalité observés concortlaieec les périodes d’expansion des
mares et marais, favorables au développement destigaes, ce qui confirme que les fiévres
paludéennes transmises par les Anophéles ont émperct manifeste sur la démographie
locale. La transmission était favorisée par lesigmas agricoles des paysans qui récoltaient la

blache dans les marais, au contact des Anophélasddeurs densités étaient les plus fortes.

Avant le début des opérations d’aménagement dérélet de ses affluents, les bras
secondaires des riviéres tressées s'asséchaiedtt enréant des mares temporaires idéales
pour le développement larvaire des moustiques. reasimission du paludisme par les
Anophéles adultes aux paysans avait donc liedia te I'été et au début de 'automne.

Aprés I'endiguement de I'lsére et de I'Arc, la dimation espérée des fievres et des
décés n’elt pas lieu. Les densités d’Anophélesmtdortes, dés le début de I'été, suite a la
création de gites larvaires par les infiltrationdes débordements des riviéres pendant la
période des hautes eaux.

Pendant les premiéres années du colmatage attdfieseplaines alluviales, les bassins
de sédimentation en eau tout I'été, favorisaientcontact prolongé entre Anophéles et
paysans jusqu'a l'automne. Comme les travaux dgretnent de I'lsére avaient eu lieu
progressivement d’aval (Grésy-sur-Isére) en amdotré-Dame-des-Millieres), le colmatage
artificiel commenca plus tard en amont. Ce délaisda réalisation des opérations explique
trés bien le décalage de quelques années entpickde mortalité observés dans les années
1860-1870, dans les deux localités.

Il est certain que le colmatage complet de la plafuviale et son drainage ont
progressivement stoppé la production de gites sstigues, ce qui expliquerait la diminution
définitive du taux de mortalité dans la populatiocale & partir de 1880.

Au cours de I'endémie de paludisme, il est probajle la transmission du paludisme

par les Anopheles ait pu se poursuivre a l'intéries habitations, aprés la période de récolte
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de la blache, comme cela a été reporté dans dsapidngs (Reiter, 2000 ; Hulde al.,2005).

Le principal vecteur supposé du paludisme en Frafwe atroparvusa en effet été décrit
comme une espece pouvant passer I'hiver dansrheg$e s’y nourrissant occasionnellement
(Sicart & Escande, 1954 ; Marjolet, 1977). L'espéeeplasmodium la plus dangereuBe,
falciparum était présente depuis longtemps en Europe dasudi™ siécle (Sallarest al.,
2004), mais il est probable que la majorité des dmgpaludisme dans les vallées alpines
étaient dus ®. vivax espéce supportant mieux les conditions climatiqaafois rudes dans

la région. Cette espéce est rarement la cause miertachez les paludéens mais de récentes
études ont démontré qu'il ne devait plus étre @i comme responsable d’'un paludisme
bénin (Mendiset al.,2001 ; Picot, 2006).

Comme dans les régions marécageuses d’Angleferndgyax a probablement été un
facteur de morbidité et de mortalité important déess vallées alpines, en association a la
malnutrition et aux maladies (Hutchinson & Linds&006). Hormis le paludisme, les
populations des vallées alpines ont peu connupieéies au 19°siécle. Les épidémies de
choléra de 1854 et de 1867 touchérent peu le dépant de la Savoie, et touchaient surtout
les villes. Il est probable que moins de 1% dedpupation savoyarde soit décédée du choléra

pendant les épidémies en Savoie (Tous, 1976).

A.3.2. Un message du passé a replacer dans lextemtctuel de changement global

Le cas de la transmission du paludisme dans |lg@evalé I'lsére n’est pas unique. A
travers I'histoire, des témoignages nous rappetieetdes mesures liées a la gestion de I'eau
ont souvent été prises pour lutter contre les égwtes marais (Salvagnoli-Marchetti, 1859 ;
Gouvert, 1883 ; Bertaux 1900). Le drainage des imdPantins en lItalie entre les deux
guerres mondiales par le dictateur Mussolini estd’ des plus grandes opérations de ce type
et 'une des plus documentée, qui fait suite a @mbreux échecs, notamment au temps des
Romains (Linoli, 2005). Dans de nombreux cas,jf@irdution du paludisme observée suite a
la réalisation de ces aménagements, a été suivinedtecrudescence de la maladie,
conséquence de la mauvaise gestion et au délabreiegrouvrages mis en place. D’autres
facteurs comme les changements dans les pratiqgesolas, ['urbanisation et le
développement des voies de communication ont @gtrgiar endroits de profondes
perturbations des systémes fluviaux, en lien dieeadc des recrudescences du paludisme
(Girel, en préparation).
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Les progrés dans I'hygiéne et la santé au débl@if siécle, avec notamment la
large consommation de dérivés de quinine en trait¢mnti-paludéen, ont joué un grand rble
dans la disparition du paludisme en Rhéne-Alpesméme temps que l'assainissement des
vallées alpines (Marchoux, 1929 ; Charmot, 199€)changement des pratiques agricoles, de
l'utilisation des terres et I'exode rural ont égaént contribué & réduire le contact entre
populations humaines et Anophéles (Ramsdale & G2000Q). Depuis un siécle, la majorité
des zones humides de Rhéne-Alpes a disparu, pagqueatle connectivité avec les cours
d’eau endigués, ou tout simplement pour satisfairaléveloppement de I'agriculture et de
'urbanisation. Actuellement les populations huneginsont concentrées dans les vallées

alpines, le long des fleuves, la ou subsistendégriéres zones humides de plaine.

Les Alpes sont déja sensibles aux prémices du uéfelmaent climatique et les
scientifiques prédisent d’ici 2050 la fonte descges, des pluies torrentielles plus fréquentes
et l'augmentation de 20% des inondations (Benist®®)3). Pour prévenir le risque
d’'inondations dans les vallées urbanisées et indlisées de Rhone-Alpes, des opérations
d’aménagement des cours d’eau sont en projet. [zanallée de I'lsére, la derniére crue
centennale remonte a 1859 ; elle avait alors n@agglomération grenobloise sous 1m50
d’'eau et fait 6 morts. Le Projet Isere Amont préwbutiliser certaines parcelles agricoles de
la plaine du Grésivaudan comme zones de débordernantlé de I'lsére, en cas de crue,
afin de protéger une population de plus de 300tedfitants d’'une catastrophe. Les travaux,
prévus a partir de 2008, doivent également perenettlargir le lit du fleuve dans certains
secteurs, de renforcer les digues fragilisées etsi@aurer la ripisylve et les zones humides
riveraines (Rouillon, 2006). Ce type de projet dmagement, basé sur le retour a une
divagation plus libre de la riviére et sur la potiten des zones humides, peut favoriser la
création d’habitats favorables aux moustiques.fdgmulations d’Anophéles de Rhéne-Alpes,
actuellement faibles, pourraient s’en trouver recdes a I'avenir.

Les entomologistes s’accordent a dire que certaimgadies infectieuses comme le
paludisme pourraient s'étendre au-deld de leur&eimseptentrionales actuelles, avec le
réchauffement annoncé (Sutherst, 200Ahopheleset Plasmodiumsont sensibles aux
variations climatiques, leur développement et unvie dépendent de la température et de
'humidité (Martens et al., 1995 ; Snow, 1999). Par conséquent une élévation de
températures pourrait avoir une influence sur lessidés de moustiques et leur capacité

vectorielle (Epsteirt al.,1998).
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La région Rhdne-Alpes, parce gu’'elle bénéficie elwises de contréle des moustiques
et de veille sanitaire efficaces, n'est pas unittere au potentiel malariogénique fort.
Toutefois, au regard de I'impact que pourrait aunirchangement climatique sur les systemes
fluviaux et les populations de moustiques dangtfon, I'étude des facteurs a risque pour
une ré-émergence du paludisme s'impose.

Le message fort de cette étude historique estegigpdrturbations humaines sur les
cours d'eau peuvent étre considérées comme desufact risque pour le retour du
paludisme. Comme les nouvelles stratégies d’aménagehydraulique et de contréle des
crues sont relativement récentes (Greeral., 2000), seules des hypothéses quant a leur
impact sur les paysages fluviaux et la possibiémérgence de maladies infectieuses peuvent

étre avanceées.
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B. La nuisance : mieux la connaitre pour mieusdatroler ~ - | Commentaire [JS1]: Pb : comment

Cadre de I'étude

En France, les moustiques ont longtemps transnsisvddadies, et leurs populations
sont surveillées, encore actuellement, pour prévidinergence de maladies infectieuses
dont ils seraient vecteurs. Mais les moustiquels Be sont pas vecteurs, n'en restent pas
moins dérangeants, surtout quand ils sont nombaiquroximité des habitations, des lieux de

vie humaine, et c’est avant tout pour cette ratits sont controlés.

Le contrdle des nuisances dues aux animaux esujah complexe. Il oppose une
volonté d’'action née de l'agacement occasionné @ nuisance, a un sentiment de

culpabilité lié a la lutte contre un animal quitfaartie intégrante de la Nature, qu’on souhaite

préserver. La mission de démoustication doit s’tafadp ces deux points de vue partagés dans

la société : contrbler efficacement les moustiquaghropophiles sans nuire a leur
environnement, la zone humide et les espéces guadltite. Pour cela, elle doit cerner au
mieux les caractéristiques de la nuisance a camtrdson origine, son intensité, ses

victimes...

Evaluer la nuisance : I'expérience camarguaise

Dans un soucis d'évaluation de I'efficacité deutid contre les moustiques et afin de
cerner au mieux les attentes de la population ssrsujets de la démoustication et de
'environnement, 'EID Méditerranée commande en @Q@e étude sociologique dans le
cadre d'un projet interdisciplinaire Life-Envirorment.

L'étude, basée sur la comparaison de deux tee#pifun démoustiqué (la Petite
Camargue), l'autre non démoustiqué (la Camargudlbord montré que la question des
moustiques est tres liée a celle de la Camargua,l'ettachement territorial affiché par la
population camarguaise (Claeys-Mekdade & Moral@)02 Le moustique souffre d’'une
image plutdt négative et la nuisance est plus ffugté percue en zone non démoustiquée, ce

qui met en évidence l'efficacité de I'EID Méditemée. Paradoxalement, la majorité des
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Camarguais ne se sentent pas concernés par la stécatian, et certains sont méme contre la
lutte anti-moustiques sur leur territoire, la naisa leur assurant une relative tranquillité de la

part des touristes en été.

Cette enquéte a permis de mettre en évidence [@®sentations associées au
moustique, la perception de la nuisance, et lesdoxes d’un territoire : la Camargue. Elle a
apporté des réponses au gestionnaire local, marsdmble des conclusions tirées ne

s'applique pas a d’autres territoires.

Evaluer la nuisance : expériences sur le territhiome-alpin

En 2004, I'EID Rhéne-Alpes s'intéresse égalemeléaluation de la nuisance par la
population du territoire qu’elle traite depuis 4@saet par conséquent a I'évaluation de son
action. A sa demande, nous initions une étude Bapgue, sur un territoire de 15 communes
dans la région du lac du Bourget en Savoie. Cairavus sert plus tard de référence pour la
réalisation d'une étude plus conséquente, en 200B¢cernant cette fois une centaine de

communes, soit la moitié du territoire démoustignéRhdne-Alpes.

Le premier point de ce chapitre présente le prd¢oetd les résultats de I'étude
sociologique réalisée en 2005 en Rhdéne-Alpes. Dares deuxiéeme partie, I'apport de la
sociologie a la biologie sur la question de la ané® et de son contrdle sera discuté (a travers
les études réalisées en Camargue et en Rhone-Alpefi) la perspective de I'utilisation
réguliére des techniques de la sociologie danadeecdes problématiques de démoustication
sera évoquée avec la présentation d'un projet diohsoire régional de la nuisance due aux

moustiques.
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B.1. Etude sociologique sur la nuisance due aux moustiques en Rhéne-Alpes

B.1.1. Méthode

L'étude de 2004 s’est articulée autour de deux et une pré-enquéte qualitative
par entretiens semi-directifs avec une dizaineategnnes, et une enquéte quantitative, basée
sur la diffusion de questionnaires. La pré-enquéitevisé a vérifier la pertinence des
qguestionnements de l'enquéteur, et a dégager éflmment de nouvelles questions, a
prendre en compte dans la conception de I'enquéte gpestionnaires. Ces entretiens
préliminaires ont été réalisés en faible nombes;tEmoignages recueillis ne sont donc pas
représentatifs de I'opinion publique mais carastiiies d’'une certaine diversité des opinions
existantes. En effet les entretiens ont été réalis€c des personnes particulierement actives
sur le territoire du Pays du lac du Bourget, ateaiv politique, économique, ou touristique.
Le questionnaire comptant 31 questions a été eonstntour de grandes thématiques : les
représentations du moustique, la perception déra gue aux moustiques, la connaissance et
les représentations du contr6le des moustiques,gauir finir les questions sur I'identité et la
catégorie sociale des répondants (annexe). 22Qigueaires ont été diffusés par téléphone

aupres de la population des 15 communes du teeriddétude (figure 7).

52 de Chindriewx et direction

Tél: 0478 54 21 58
| Zenes diintervention de FEID

== Territoire de I'enquéte de 2004
Territoire de I'enquéte de 2005

Figure 7 : Carte présentant les territoires d'étude en Rh@lipes en 2004 et 2005.



L’étude de 2005 est une enquéte quantitative, ngmte en grande partie le
guestionnaire de I'enquéte de 2004, dont 320 @éntiéfusés par téléphone, en été pendant la
plus forte période de nuisance (annexe). Pourdeg études, I'échantillon de population est
représentatif de la population meére selon les restéd’age, de sexe et de catégories
socioprofessionnelles. La taille du territoire éufilonné (102 communes, figure 7) nous a
permis d’obtenir des témoignages représentatifsedsemble de la population du territoire
démoustiqué. Afin d’atténuer les disparités enitiess/ et petites communes, et pour ne pas
négliger le ttmoignage des populations rurales;e@aes elles-aussi par la problématique de
démoustication, un poids plus important a été téfaa critére de superficie communale qu'a
celui du nombre d’habitants par communes, dansaleut du nombre de questionnaires

diffusés par commune.

Les questionnaires ont été concus, remplis eétaitl’aide du logiciel Sphinx Plus2.
Chaque variable a été soumise a un tri a plat;&‘dge a un tri simple permettant de relever
I'effectif et la fréquence de chaque modalité dgorése, pour chaque variable au sein du pool
de réponses. Les variables les plus informativeéstttnsoumises a un tri croisé qui permet
d’analyser les relations entre deux, ou plus dexdewiables, considérées simultanément.
Cette technique permet de révéler les modalités®penses les plus frequemment associées
par les répondants, souvent révélatrices du peimue de la population étudiée. Des analyses
en composantes multiples (ACM) ont été réaliséesr mtgager des relations entre les

réponses a différentes questions parmi les témgama
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B.1.2. Résultats

L'enquéte de 2005 étant réalisée sur un grandtdiEgi comprenant le territoire
d’étude de 2004, et les résultats des deux enquo&tmt pas différents, nous ne présentons
ici que les résultats traités de 2005.

L’échantillon de population est proche de la popofa mére mais n'est pas
représentatif selon les critéres retenus d'agesede et de catégories socioprofessionnelles.
Les femmes sont sur-représentées (60% au lieu%e) €2 les personnes les plus jeunes (15-
19 ans) et les plus &gées (>75 ans) de I'échamt#tint sous-représentées. Les inactifs et

ouvriers sont également sous-représentés danséubtaatillon.

B.1.2.1. Perceptions et représentations associéesaustique

« Que vous évoque le mot Moustique ? »
Les personnes interrogées associent en grandeit@dgomoustique aux piqdres et a
la sensation (ga gratte» ou «¢a gonfle») qu’elles générent, a un désagrément, pluté qu’
une souffrance. En effet les mots les plus citd®¥vocation du mot « moustique » sont

« piqdre » (39%), « géne » (17%), « démangeais§h3%).

« Estimez-vous que le moustique est un animallneisi »

Pour prés de 59% des personnes interrogées, letimeusest un animal nuisible
(figure 8). Cette réponse est surtout observée lesefemmes et les personnes agées (plus de
60 ans). La géne est la premiére raison évoquém)(2€uivie des piqlres (22%), et de la
transmission de maladies (17%) a 'homme. On olesgue les deux-tiers des personnes
habitant les zones rurales (les secteurs de laevdk I'lsere et du Haut Rhéne) considérent
gue le moustique est nuisible, alors que les cimfhiabitant Chambéry et Aix-les-bains) sont
partagés.

« Selon vous, dans la nature, le moustique asdlutilité ? »

Plus de la moitié des répondants pensent que Istigae a une utilité dans la nature.
Parmi eux, prés d'une personne sur deux percaidastique comme un animal a la fois
nuisible pour ’homme et utile pour son écosystélng'agit en majorité de personnes d’age

moyen, entre 20 et 60 ans.
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Question : « Estimez-vous que le moustique Question : « Selon vous, dans la nature, le

est un animal nuisible ? » moustique a-t-il une utilité ? »
2,5%
®) 20%

[ Oui
Il Non
[ NspPP

58,9% 57,7%

(188) 22,3% (184)

(71)

Figure 8 : Répartition relative des caractéres nuisibletiee du moustique dans les témoignages

« En France, pensez-vous que les moustiques tréesinges maladies a 'lhomme? »

Il apparait que la population interrogée est tr&d renseignée sur les risques de
transmission de maladies & I'homme par les mouss$iqd0% d’entre eux pensent que c’est
actuellement le cas, contre 44% qui pensent quizaictaladie n’est actuellement transmise a
I’'homme par les moustiques francais. Les persoagéss sont les plus nombreuses a associer
le moustique aux transmissions, mais trés peutcitea maladies (20 répondants citent le
paludisme et 7 le SIDA).

B.1.2.2. Perception de la nuisance due aux mouséigu

« Etes-vous géné par les moustiques? »

Un peu plus de la moitié de I'échantillon est géaéanoins occasionnellement, 16%
se disent souvent génés. La nuisance n'est pamrfertt ressentie a I'échelle du territoire
d’étude mais les moustiques restent un inconfortsdia région pour une partie de la
population. Un contraste s’établit dans l'intengd la géne ressentie en fonction du lieu
d’habitation, les personnes habitant en zoneseasirs¢ déclarant beaucoup plus facilement

génées que les personnes des villes ou zonesrpaimes.
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« Comment définiriez-vous votre sensibilité aux st@mues? »

La majorité des répondants est sensible aux maestjgils sont moins de 40% a
déclarer les supporter. Les hommes sont de facoé@rgle plus tolérants envers ces insectes
gue les femmes. La sensibilité aux moustiques delpar les répondants est d’autant plus
élevée que la géne ressentie est forte (figur®8)méme les personnes les plus sensibles

déclarent a 86% que le moustique est nuisible re@8% seulement pour les plus tolérantes.

Zones rurales

Géne occasionnelle a for
Les moustiques sont
nuisibles

Villes et zones péri-urbaines
Géne faiblement ressentie
Les moustiques ne sont pas nuisibles

Figure 9: Analyse des correspondances multiples représelesmdifférences de sensibilités des
personnes habitant en zones rurales et urbaines

Légende La carte montre les positions des 13 modalité
25.3% de la variance est expliquée par les dees eeprésentés.
Les non-réponses ont été ignorées.
Variables : - Nuisible : n1 : Oui; n2 : Non; nBISPP
- Géne : gl: Souvent, g2 : Occasiden&nt, g3 : Rarement, g4 : Jamais
- Zone : z1 : vallée de I'lsére, z2: Chém, z3 :sud du lac, z4 : Aix les Bains, fZhautagne,
z6 : Beley-Yenne

Le territoire d'étude semble touché de fagon hégme par la nuisance due aux
moustiques. En zones rurales la géne ressentmussforte qu’en ville, et elle est associée a

une sensibilité plus forte de la population aux stigues.
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Personnes jeunes

Sensibilité faible aux moustiques
Peu concernées par les moustiques
Méconnaissance des risques sanitaires associésaustiques
Pas (encore) de représentation du mousi

Personnes actives d’age moyen

Sensibilité modérée aux moustiques
Moustiques ne sont pas nuisibles
Moustiques ont une utilité dans la nature
Pas de transmission de maladies par maue:

Personnes agées
Sensibilité forte aux moustiques
Moustiques nuisibles

Moustiques sans utilité particuliere

Transmission de maladies par moustiques

Figure 1C: Analyse des correspondances multiples représeBiteatégories de personnes
aux représentations et sensibilités différentes

Légende La carte montre les positions des 18 modalités.
23.3% de la variance est expliquée par les dees eprésentés.
Les non-réponses ont été ignorées.
Variables : - Nuisible : n1 : Oui; n2: Non; nBISPP
- Utile : ul : Oui; u2: Non; u3: NSPP
- Transmission maladies : T1 : OUB : Non; T3 : NSPP
- Classe d’age : cl1:15-19 ans; 22-39 ans; c3:40-59 ans; c4 : 60-74 ans; +cBe 75 ans
- Sensibilité : s1 : Vous les ignorez &dus les tolérez
s3 : Vous étes rapidement impaturs4 : VVous trouvez cela insupportable

La sensibilité aux moustiques semble aussi éteedi€age des personnes interrogées
et a la représentation qu’ils ont du moustiqueufgl0). Nous identifions trois catégories de

personnes qui affichent une sensibilité différentes insectes :

= Les personnes agées (plus de 60 ans) pour qui Ustigoe est nuisible et

vecteur de maladies, sont les plus génées ;

= Les classes d’age moyen (20-60 ans) qui assoceanthge le moustique a un
inconfort passager qu'a une nuisance ou un risguéagre, et lui attribuent
une utilité dans la nature, affichent une sensiitiodérée ;
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= Les jeunes (15-20 ans), qui se sentent peu corc@aéles moustiques, la
nuisance et les risques sanitaires qui lui somibatts, disent tolérer, voire
méme ne pas remarquer la présence de ces insectes.

B.1.2.3. Connaissance et perception sociale dedmdustication

53% des personnes interrogées disent savoir quedeumune est démoustiquée. Les
gens savent que leur commune est démoustiquée gpaiilsevoient les agents traiter chez eux
ou dans leur voisinage, ou parce qu'ils habiterfité d'un établissement de I'EID. Ce chiffre
est au plus bas dans les villes, ce qui s’explipgreune action plus discréte : il y a moins
d’interventions chez les particuliers car peu deneux possédent un jardin, et plus
d’interventions invisibles comme le traitement dades sanitaires. La majorité de la
population ignore qu'une structure est chargée @madistiquer, seuls 14% parlent d’'une
entreprise de démoustication. 56% des personngseueent pas répondre quand on leur
demande comment procédent les agents EID. Ceuxégandent parlent de traitement par
pulvérisation de produits dans les points d’eagretate. La réponse est exacte mais vague,
car peu d'entre eux savent quel type d’insectigideimique, biologique) est utilisé. Il
n'empéche que 41% des répondants attribuent a taowktication un effet nocif, sur

I'environnement (100%) et sur la santé (67%).

Les personnes qui ont des attentes envers I'EIDd®deux types :

Celles qui ressentent une géne, et veulent pldfiaiieité de I'EID ; ils sont souvent
demandeurs (45%) d’informations sur I'établissemés® moustiques, les moyens de lutte
employés.

Celles qui ne sont pas vraiment génées qui dédieninformations du méme ordre
(33%) et certains mentionnent parmi leurs attelat@sise en compte, pendant les traitements,

du respect de I'environnement.
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B.2. Apports de la sociologie a la problématigue biologigue de démoustication

Les résultats de cette enquéte montrent que legsemations du moustique, la
perception de la géne ressentie et la connaissiada démoustication sont trés variées au
sein de la population d’étude de Rhéne-Alpes. Contraepliquer que certains considérent le
moustique comme un animal nuisible, d’autres commeanimal utile, d’autres encore
comme nuisible et utile a la fois ? La perceptidund géne due aux moustiques est-elle
uniguement liée a de fortes densités de moustiguehes des habitations des plaignants, ou
fait-elle intervenir la sensibilité personnelle letvécu de chacun ? La connaissance de la
biologie des moustiques, de la démoustication etedemodalités fait-elle partie du bagage
culturel des individus ou est-elle motivée par gére ressentie ?

Le contréle de la nuisance due aux moustiques étaservice a la population, il est
nécessaire de comprendre les raisons de ces difgreints de vue afin de cerner les attentes
réelles des individus et adapter l'effort de dénticaton en retour. La dimension
sociologique de cette étude apporte des explicatox interrogations et paradoxes soulevés

par les gestionnaires de populations de moustigigegrmation biologiste.

B.2.1. Le dualisme entre visions anthropocentrigu®iocentrique du rapport

aux moustiques

La complexité des représentations liées aux mauesig’explique par la cohabitation
au sein de la population de deux groupes de peescaunx regards qui s’opposent, I'un plutdt
anthropocentrique, I'autre plutét biocentrique. didture anthropocentrique est I'héritage de
la société a dominante agricole du™%siécle. L'anthropocentrisme appréhende la nature
comme une ressource au service de 'homme, qubield la prélever, la domestiquer, la
conquérir, transformer en utile (pour lui) ce q&i Fest pas, détruire ce qui ne peut étre
soumis a son contrdle. Ainsi, 'assainissementzie®s humides, ces derniéres décennies, au
profit des surfaces agricoles et la lutte contie feoustiques qui s’est organisée pour le
confort de la société, étaient guidées par une emimn anthropocentrique du rapport de
’homme a la nature. La part de la population qualdie le moustique de nuisible et nie son
utilité adhére a cette vision anthropocentrique.
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A I'opposé, la vision biocentrique est récente, &da fin des années 1960, lors des
mouvements contestataires estudiantins et a laifalan meilleur accés aux connaissances
en sciences de la vie. Elle est relayée ensuite Iggrnouvelles couches moyennes
intellectuelles et le développement des politiqueavironnementales a [I'échelle
internationale. Le biocentrisme place la naturecaeur de ses préoccupations, rejetant
'homme au rang de destructeur, pollueur, perturhan équilibre écosystémique fragile.
Ainsi une part de la population considére que lesistiques sont utiles, et rejettent le
qualificatif « nuisible » gu’ils trouvent trop foet inadapté.

Ainsi les témoignages recueillis dans notre engsétda population de Rhone-Alpes

nous permettent d'identifier deux catégories des@ames, l'une a culture plutdt

anthropocentrique, I'autre biocentrique, et deckrsictériser :

» Sous-population a vision anthropocentrique du reipipta nature et aux moustigues

Elle regroupe surtout les personnes les plus adéekéchantillon de population,
notamment celles qui sont agées de plus de 60Gatte tranche de la population est a
dominante rurale, son niveau d'étude est trés bigriat elle associe les moustiques a la
transmission de maladies. Cette sous-populationte reattachée & une culture
anthropocentrique ou I'espace rural est exploité’hamme, ou le moustique est considéré
comme source de nuisance et lié a un environnesaatet nauséabond (marais). Les peurs
ancestrales de maladies liées au moustique (fiepedsdisme) persistent et sont renforcées
dans I'inconscient collectif par des craintes li@ame actualité plus récente et trés médiatisée

(Chikungunya, grippe aviaire, SIDA).

> Sous-population a vision biocentrique du rappdat @ature et aux moustiques

Elle est plus jeune puisque la majorité des pemwagées de 20 a 60 ans y adhére. La
majorité des urbains et péri-urbains interrogéfoatpartie, et ils sont plus nombreux a avoir
fait des études supérieures que dans l'autre smustation. Cette catégorie de personnes
redoute moins la transmission de maladies par leastiyues de France métropolitaine,
méme si elle apparait mal informée a ce sujet. éouve donc dans cette sous-population
les différents aspects d'une conception biocentriqdu rapport au moustique :

indépendamment de la géne ressentie, le moustigtiecansidéré comme utile pour
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'environnement, notamment pour le rble, la placgilcp dans le réseau trophique d'un
écosystéme. Les pigdres et allergies sont certeantgs mais le mot nuisible est pour la
plupart un qualificatif trop fort qu’ils substituerd « momentanément et localement

proliférant ».

Une troisieme sous-population émerge dans lagtaés de I'enquéte, regroupant les
individus les plus jeunes du panel (15-20 anslyé@méral désintéressés et peu concernés par
la question des moustiques et de la démousticaties. attentes de ce groupe envers la

démoustication sont donc négligeables et ne fant'phjet d’'une analyse dans ce chapitre.

Une part des individus de I'échantillon global (28%ualifie tout a la fois le
moustique d'utile et de nuisible, partagés entresubjectif (représentation du moustique
comme maillon de la chaine alimentaire) et I'obfe(piqires, démangeaisons, allergies
provoquées par les insectes). Si deux regardpedgmt au sein de la population, I'un
empreint de la culture anthropocentrique, l'authend vision biocentrique, ils cohabitent

parfois chez le méme individu.

B.2.2. Dualisme anthropocentrisme / biocentrismaéetoustication

L’EID Rhéne-Alpes se définit comme un établissendmtutte contre les moustiques
et de gestion des zones humides. La premiére migsibdonc un service rendu a la société,
la deuxieme un service rendu a I'environnement.sMaAutét que de s’opposer, ces deux
missions se complétent dans la démarche de I'RID bon entretien des zones humides les
rendant moins productives en moustiques (Besna@tfifaz 1999).

Dans sa mission premiére de démoustication, I'sdrihent doit cerner au mieux le
niveau de la nuisance ressentie par la populatiam gpondre a ces attentes en matiére de
confort. Le contrdle des moustiques est guidé pae demande sociétale a la fois
anthropocentrique et biocentrique, ce qui contrBifiD a trouver un compromis entre une
démoustication efficace et le respect de I'enviemant. A I'heure actuelle, une forme de
compromis existe : il s’agit d’une stratégie dddutontre les stades larvaires de moustiques,
par épandage du bactério-insecticiRte Cet insecticide sélectif est utilisé depuis ples20

ans en Amérique du Nord et en Europe et les étiapact réalisées s'accordent a dire que

45



les différentes formulations dBti sont inoffensives pour les organismes non cibles d
milieux aquatiques, hormis les Simulidés et Dixjdtsxons de l'ordre des Diptéres, trés
proches des Culicidés (Merrit 1989, Becker & Maitge®93, Boisvert & Boisvert 2000). Le
Bti n'ayant pas d’effet néfaste a court terme poundimnnement et la faune compagne des
moustiques, I'utilisation exclusive de cet insedecpar 'EID en Rhdne-Alpes répond bien

aux attentes d’une partie de la population.

Les enquétes en Camargue et en RhoOne-Alpes orgscents en évidence la
cohabitation des deux catégories de personnesiefimécédemment dans la population,

mais elles montrent aussi une forte tendance dsotaété a adopter une conception
biocentrique du rapport a la nature (Sérandour &e@$-Mekdade, 2007). Cette tendance
s'accompagne d’un intérét grandissant pour lesugnganitaires et environnementaux, grace
a une plus grande accessibilité aux informatiorwigine scientifique. La persistance de
peurs et de croyances liées aux moustiques damofiscient de personnes souvent agées

devrait s’atténuer dans le futur a la faveur d’omelleure information collective (figure 11).

Information scientifique
(maladies, environnement...)

Peurs, croyances /

u\

| Population du territoire demousth e
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Population & vision Popgl_atlon a non intéressée
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biocentrique
Nuisance due aux moustiques J7 ..., >
....................... »

Informations

Controle des moustiques Respect de I'environnement,

Entente Interdépartementale pour la Démoustication
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Figure 11 : Relations entre la nuisance due aux moustidib), et la population du territoire traité

Figure 11 : Relations entre la nuisance due aux moustid&ekD. et la population du territoire traité.



A l'avenir, il est donc probable d’observer un dége des représentations de la société vers
une vision plutét biocentrique du rapport hommeature. L'appréciation des nuisances
ressenties et I'adaptation des traitements (dégmgjence...) aux attentes de la population en
seraient alors facilitées pour I'EID.

B.3. Perspectives : un projet d'observatoire de la nuisance

Les expériences apportées par une succession @sgsociologiques menées ces
derniéres années sur différents territoires (Ré@iamarguaise : Claeys-Mekdade & Nicolas,
2002 ; Région Rhdne-Alpes: Sérandour & Claeys-Mekg 2004 et 2005 ; Golfe du
Morbihan : Huneau, 2006) sont riches en enseignemeiiles ont permis de souligner
l'intérét d’inclure des techniques empruntées acierses sociales dans le traitement de
problématiques biologiques. En particulier, cesuébes ont donné une image générale de la
nuisance due aux moustiques ressentie sur chagiteite d'étude, et ont parfois permis
d’identifier des localités plus touchées. Ces imfations sont trés intéressantes pour les
opérateurs de démoustication, mais elles sonflkt cdune situation limitée dans I'espace et
le temps. C’est pourquoi l'idée de procéder régetitent a des enquétes sociologiques sur
des territoires démoustiqués est séduisante peUEll® car elle pourrait permettre un suivi
année aprés année de la nuisance et de son émolutiisé en complément des suivis de
populations de moustiques sur le terrain, I'outikcislogique est un angle essentiel de

I'observatoire régional de la nuisance.

Les 3 angles de I'observatoire :

1. Un protocole d’enquéte sociologique adapté alpesoins du gestionnaire

L'utilisation de l'outil sociologique est essenteepour la collecte des témoignages et
des attentes de la population en matiére de dératish et d’information. Un protocole
clair d’'enquéte sociologique est établi pour lesistégulier des perceptions de la population,
de maniére & avoir une estimation fiable de laamge ressentie sur le territoire traité et de

son évolution temporelle (Sérandour, 2006).
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- Définition du territoire d'étude

Le territoire d’étude correspond a I'ensemble duittere sur lequel une EID désire
évaluer la nuisance percue, soit en général I'ehkeles communes de sa zone d’action.
Certaines zones du territoire peuvent faire I'olgjetn effort d’enquéte plus important, en

fonction du degré de précision dans I'évaluatiotedeuisance attendu par I'opérateur.

- Définition de la population d’étude

L’échantillon de population interrogé doit étre megentatif de la population du
territoire d’étude, selon les critéres de I'age,séue et des catégories socio-professionnelles
(échantillonnage par quotas). Toutefois, les perssrd’age inférieur a 15 ans peuvent étre
écartés de la population d’étude car leur incomgmsion ou leur désintérét pour I'enquéte

risquerait de biaiser les résultats.

- Choix du type d’enguéte

Afin d’obtenir un nombre suffisant de témoignages sensemble du territoire
d’étude et donc de garantir la fiabilité des infatimns recueillies, le type d’enquéte le mieux
adapté est le questionnaire téléphonique. L'expédales enquétes en Camargue, en Rhone-
Alpes et dans le Golfe du Morbihan montre que fusiion d’'un questionnaire simple et
rapide a remplir est un moyen efficace de contaategrand nombre de personnes en peu de
temps. Les thématiques abordées dans ce questeratait fonction des attentes de I'EID,
mais elles visent en général a évaluer si une gifieeaux moustiques est ressentie, son
intensité, sa situation dans I'espace et dansipagextérieur/intérieur des batiments, période
de I'année, moment de la journée), l'origine prdbales moustiques en cause. Des questions
visant a évaluer la notoriété de I'EID ou la petia®p de la démoustication peuvent étre
ajoutées. Enfin des questions relatives a I'adrgésgraphique et a l'identité des répondants

sont nécessaires pour satisfaire aux critéresptégentativité de I'échantillon.

Il est également envisageable de faire appel &s®au de personnes référentes dans
différentes localités, témoins particuliers de lasance due aux moustiques qui pourraient

fournir des informations exhaustives sur la nuisagtccapturer les moustiques en cause.
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2. Le suivi des populations de moustiques sur lertain :

Le suivi des populations larvairde moustiques dans les gites traités par les agents
les captures réguliéres d'adultes devraient perendt renforcer les données recueillies par
'enquéte sociologique. Les captures d’adultes eltivétre renouvelées tout au long de la
saison favorable et le maillage du territoire chpéur ce suivi doit étre le méme que dans le
protocole d’enquéte sociologique. Le suivi de laaiyique des populations permet d’estimer
les densités de populations de moustiques et daneeidée du potentiel de nuisance a

proximité des gites.

3. Le recueil d’informations de plaignants:

Les EID recueillent chaque année des centainesédwignages de personnes
déclarant une nuisance. Le recueil d'informatiorécises concernant le lieu, le moment de
cette géne, et l'insecte en cause sont nécessainss,que le déplacement d’'un agent EID
chez le plaignant pour constatation de la nuisaDees ce cas, la capture et la détermination

des moustiques en cause permettent de caractérsaurce de la nuisance.

Les intéréts de I'observatoire :

- L’observatoire permet une évaluation de l'iniehge nuisance ressentie par la population ;

- Il permet d’avoir une vision, chaque année, inlae I'été, de I'efficacité du contrble de la
nuisance, a I'échelle du territoire régional ;

- Cet outil a une valeur prédictive pour le gestimine qui peut anticiper certains épisodes de
nuisance ;

- Il peut mettre en évidence I'apparition de foygesnuisance ;

- L'intégration dans un systéme d’informations gépdiques (SIG) des informations issues
des témoignages et des suivis de terrain au nideauwgites et des habitations permet de
visualiser I'évolution spatiale et temporelle denldasance et des populations de moustiques,

année aprés année ;

49



- Au fil des années, l'observatoire permet de suil/évolution des gites, des types de
nuisance et la dynamique des populations de maestijntérét non négligeable compte-
tenu du changement climatique qui s’amorce et quiit avoir des conséquences sur la
distribution et le cycle de vie des espéces decCidls) ;

- A travers les enquétes sociologiques, les EID bopportunité de renforcer leur
communication directement avec les populationsad@smunes traitées, et notamment de

mieux les informer.

Conclusion

La démoustication a pour double mission de comclés intéréts humains et les
intéréts environnementaux en contrdlant les pojmuliatde moustiques sans nuire a leur
environnement. Pour cela les EID s'intéressent depuelques années aux outils leur
permettant d'une part de cerner les attentes dmd#&té en matiére de démoustication, et
d’autre part d’évaluer les nuisances ressentietuelement, au vu des résultats d’enquétes
réalisées dans les différents territoires d’actides EID francaises, les techniques
sociologiques apparaissent comme des outils pattinda possibilité de les utiliser au
service d'observatoires régionaux de la nuisanteségduisante, méme si l'intégration de
protocoles sociologiques dans des problématiquedodiques n'en est qu'au stade
expérimental.

L'utilisation de ces techniques doit tenir compee Idurs limites qui sont liees a la
difficulté d'évaluer la fiabilité des témoignageSeux-ci peuvent étre biaisés par diverses
raisons : la réceptivité du répondant a I'enquéte sensibilité personnelle par rapport aux
moustiques, son vécu, son capital socio-cultureljocalisation de son domicile... Les
témoignages, qui sont les données de base destesgsént donc un reflet plus ou moins
fidéle d’'une nuisance réelle. Les enquétes sodmpleg de ces derniéres années ont montré
également une limite dans la précision des infdonatrecueillies, en ce qui concerne les
guestions de caractérisation des nuisances ressemes questions faisant appel a des
souvenirs confus des répondants (heure a laguelleuisance est ressentie ? Taille de
l'insecte responsable de la géne ?...) trouvent s gbuvent des réponses évasives. Par
conséquent, le suivi des populations de moustiaegenreCoquillettidiapar exemple, dont

la localisation et le contrdle sont difficiles pdes EID) ne pourrait reposer sur les seules
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informations fournies par les enquétes par quesdibes. Les informations issues des
enquétes n'en sont pas moins précieuses et samh@lé@er par une bonne connaissance des
populations de moustiques sur le terrain.

2°™ partie

Biologie et contréle des moustiques du genre Coquillettidia

En 2000, la population savoyarde a proximité dudacBourget a subi une forte
nuisance dans la période estivale liée a I'émemyethe moustiques adultes du genre
Coquillettidia (communication personnelle, EID). Les espé&Cequillettidia (Coquillettidia)
richiardii (Ficalbi, 1889)et Coquillettidia (Coquillettidia) buxtoni (Edwards, 1923) ont été
trés peu étudiées en France, car elles ont rareétémesponsables de nuisances avant la fin
du 20™ siécle. A plusieurs reprises depuis les année8,1®¥s épisodes de nuisances ont
toutefois attiré I'attention des EID sur ces mayséis. Ainsi, les premieres études concernant
Cq. richiardii étaient motivées par des épisodes de nuisancestanpoet la découverte de
nouvelles zones colonisées sur le littoral méditg¥en (Riouxet al, 1966 ; Cousserans &
Guille, 1974 ; Guille, 1976 ; Moussiegt, 1986). Umeuvelle vague de nuisance due a ces
espéces a été observée a Montpellier en été 18%8cime coupe du monde de foothall. Cette
nuisance, a chaque fois locale, est fortement méesene année, diminue, puis un nouveau

pic apparait quelques années plus tard.

Ce caractére épisodique semble indiquer une dynemitg populations explosive
certaines années, ce qui a soulevé des interrogatigant au potentiel invasif des populations
rhdne-alpines de€oquillettidia suite & la nuisance ressentie en 2000 (Sérando08). Il
existe plusieurs définitions du terme « espécesivea», mais toutes s’accordent sur le fait
gu'il s’agit d’'une espéce exogene, c'est-a-direbkgaau-dela de son aire de distribution
naturelle, le plus souvent introduite par 'homrha. description des espéc€s. buxtoniet
Cq. richiardii en région Rhéne-Alpes (Roman & Ahrary, 1970) eisdie sud de la France
(Rioux et al., 1966) est antérieure aux premiers épisodes de hotisance, et tend a prouver
gu’elles sont naturellement établies dans ces mégice qualificatif « invasif » n’est donc pas
adapté a ces populations de moustiques, mais leiantielle prolifération locale et/ou
temporelle nous a conduit a entreprendre une petispede la région Rhéne-Alpes entre
2000 et 2007.
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Les populations connues sont réparties dans cipartdments (Ain, Isére, Rhéne,
Savoie et Haute-Savoie) et apparaissent tres thstdms unes des autres, sauf autour du lac
du Bourget en Savoie. La figure 12 présente lartdéipa des sites ou des individus du genre
Coquillettidia (larves et/ou adultes) ont été récoltés pendaite période. C’est en effet au
sud et au nord du lac que les nuisanc&oquillettidia ont été ressenties depuis la fin du
20°™ sigcle. Cette nuisance s'explique par la préselecgites larvaires trés productifs dans
un secteur accueillant la moitié de la populatiorddpartement (figure 13).
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Figure 12 : Répartition des sites ou des larves et/ou asldé€oquillettidia
ont été capturés en Rhdne-Alpes entre 2000 et 2007
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Au-dela de la nuisance générée, il existe un risquntaire lié a la multiplication des
cas d'allergies chez des personnes sensiblegjésrbooms démographiques des populations
de Coquillettidia Cq. richiardii a par ailleurs été décrite comme vecteur du \deufa fiévre
du Nil Occidental en Europe de I'Est (Hubalek & blaka, 1999 ; Higg®t al, 2004).
L’espéce cousine d’Amérique du No@bquillettidia perturbangWalker, 1856) est, quant a
elle, vecteur de I'encéphalite équine de I'EstweMirus du Nil Occidental (Crans et Schulze,
1986 ; Godsewgt al.,2005). La connaissance de ces moustiques repedsenjeu majeur au
vu de la nuisance et du risque sanitaire qu’ilsvpatireprésenter, car le controle efficace de

leurs populations est actuellement impossible.
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Figure 13: Spatialisation de la nuisanc€aquillettidiaautour du lac du Bourget (73)
entre 1997 et 2000. 53
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pendant cette période.
1 a 25 individus ont été capturés sur les lieuruwsance, soit 3-4 adultes en moyenne.



Biologie particuliere des moustigues du genre Coquillettidia

D’un point de vue systématique, on retrouve degekade moustiques possédant un
siphon respiratoire modifié pour perforer les rasimle végétaux aquatiques dans les genres
Mansoniaet Coquillettidia, et quelques espéces du geMimomyia(Van den Assem, 1958).
Ces moustiques font partie de la sous-famille dekci@iae et de la tribe des Mansoniini
(figure 14). Les espéces du gerviansoniasont réparties dans les régions tropicales du
globe ; leurs larves percent les racines de lataéiga flottante (Laurence, 1960). Le genre
Coquillettidia est plus largement répandu (Afrique, Asie, Augrdturope, Amérique) et les
espéce<q. perturbangCanada, Etats-Unis) €q. richiardii (Europe) sont parmi les plus

documentées.
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Cogquiflettidia richiardii (Ficalhi)

Coquillettidia buxtoni (Edards)
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Figure 14 : Position systématique @oquillettidia richiardii et Coquillettidia buxtoni
dans la famille des Culicidae.
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Les espéceSq. richiardii et Cq. buxtoniont une large répartition en Europe, méme
si la limite nord de l'aire de répartition d&q. buxtonisemble plus méridionale (figure 15
Guille, 1976 ; Ramsdale & Snow, 2001, Trarial, 2002). Cette espéce est beaucoup moins
documentée qu€q. richiardii, ce qui peut s’expliquer par une confusion desxdmpéces

aux stades larvaires qui fréquentent les mémes,ditg. buxtoniétant prise pouiCq.

richiardii (Gabinaud & Sinégre, 1968 ; figure 16). - ‘{Commentaire [MSOffice2]: A
e enlever, redondant avec carte
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Figure 15:

Répartition géographique
deCoquillettidia richiardii (A) et
Coquillettidia buxtoniB) en Europe.

D’aprés Ramsdale & Snow (2001).

Figure 1€ :

Caractéristiques morphologiques
d’'une larve deCoquillettidiaet
criteres de détermination entre les
espéce€q. richiardii etCq.

buxtoni

Les espéces du genéoquillettidia sont univoltines a nos latitudes (Guille, 1976).

L'émergence a lieu de juin a septembre pour lesfies et de juin a ao(t pour les males

56



(figure 17). Apres accouplement, les femelles éffect un repas sanguin sur un héte humain,
un mammifere ou un oiseau, pour la maturation defs.oba ponte peut toutefois étre

autogene ; elle est déposée a la surface de lmmiferme de nacelle (Colas-Belcourt, 1943).

Les 4 stades larvaires et le stade nymphal aqustigivent en profondeur dans un
substrat boueux riche en matiere organique, se riesant principalement de
microorganismes (Laurence, 1960). L’habitat paliéicudes larves est contraint par le
manque d’'oxygene, et leur survie dépend de leuaaitpa puiser 'oxygene circulant dans
les méats aériféres développés par les racinesm@te de vie est rendu possible par
'adaptation morphologique du siphon de la larves(drompettes respiratoires pour les
nymphes) en appareil de percage des racines dgshiyéds, et par un métabolisme ralenti des

larves assimilable a une diapause (Burton, 1965ill651976 ; Bosak & Crans, 2002).

Accouplement

Femelle

anthropophile '
Repas de
sang
|
Ponte sur I'eau
Emer'gence

Nymphes fixées /r F

par les trompettes

4 stades

-\;— \ larvaires fixés

\_./

Figure 17: Cycle de vie d€oquillettidia
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Problématique

L'écologie particuliére des stades aquatiques goebleme pour leur contrble. En
effet, leur localisation est difficile puisqu’elle®e remontent pas en surface pour respirer
comme les larves des autres especes. De plusalesrents anti-larvaires sont inefficaces
contre ces espéces car l'insecticide est stoppégpais matelas de sédiments, de racines et
de débris végétaux qui protége les larves. Leetrant des gites au téméphos (formulation
ABATE 500 E) a des concentrations 8 fois supérigéreelles utilisées contre lAsdeset
Culexne permet pas d’éliminer toutes les larvedquillettidia (Sinegreet al., 1971 ; Rey
et al., 2001 ). Ces stratégies de lutte ne sont donc puisagieables du fait de la faible
sensibilité de€oquillettidia aux insecticides et du danger qu’elles représépiaur la faune
compagne. Seule la lutte physique sur la végétaiipmtique ou par asseéchement des gites a
jusqu’a présent montré son efficacité pour contréde Coquillettidia, mais ces actions sont
rarement réalisables car préjudiciable pour la dgadiversité biologique inféodée a ces

milieux humides (Armstrong, 1941).

Dans le cadre de ce travail de thése, des rechemhe été menées dans le but
d’apporter des connaissances sur la biologie denmasstiques particuliers. En effet, une
meilleure connaissance du choix du lieu de poniecamportement larvaire et du mode de
fixation, nous permettrait d’expliquer les raisos I'échec du contrble des populations
larvaires.

La premiére raison de l'inefficacité de la luttente Coquillettidia est la difficulté de
localisation des populations larvaires. La premjgadie de ce chapitre présente une étude de
terrain sur 4 ans visant a caractériser les géesmires aCoquillettidia et a dégager des
indicateurs de présence de ces moustiquestura L'étude s’est naturellement concentrée
au niveau des sites ou la présence de ces espeicks rmieux connue, autour du lac du
Bourget en Savoie.

La deuxiéme raison de I'échec des traitementslantéires est liee a I'écologie des
larves, dont I'habitat est situé en profondeur &weau des racines des plantes aquatiques
auxquelles elles se fixent. De ce fait, les larvieent sous un tapis de débris végétaux dont
'épaisseur est suffisante pour constituer un alstaaux traitements insecticides
conventionnels. La deuxieme partie de ce chapitésgmte une série d’expérimentations en
laboratoire visant a comprendre les mécanismesgagi I'orientation des larves vers les

58



zones profondes et la relation larves / plantegshpermettant leur survie dans cet habitat
anoxigue.

Enfin, la troisieme et derniére partie présentmise au point d'une nouvelle stratégie
de contréle des populations @equillettidia Ce traitement insecticide a été concu afin de
contourner la barriére physique constituée padédsis végétaux et les sédiments qui arrétent
la propagation des matiéres actives jusqu’au liewid des larves d€oquillettidia Cette
stratégie a été mise au point et testée en lal@atfin d’étudier les mécanismes de transfert

jusgu’aux zones profondes sédimentaires et d’éwalue efficacité insecticide.
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A. Caractérisation des gites larvaires

A.1. Etude bibliographique

A.1.1. Les types de zones humides colonisée€pquillettidia

Les zones humides colonisées par les moustiquegedre Coquillettidia sont des
piéces d'eau douce ou oligohaline, stagnante ehgeente, conditions garantissant le bon
développement des stades aquatiques, les larvaet pesentes toute I'année. Ces zones
humides continentales sont colonisées par une atggtaquatique dont les larves utilisent
les parties souterraines pour se fixer.

La végétation doit étre en place depuis plusienngas, 6 au minimum d'aprés Guille
(1976). Cette période est nécessaire a la formadidinterface entre la colonne d'eau et le
sédiment solide, d’'une strate de vase trés richeboides argileux et en débris végétaux, ou
sont enfoncés les rhizomes et racines des vég&awwant de support aux larves. La
stagnation de I'eau a pour conséquence une fabkeut en oxygéne de I'eau et de la boue
sous-jacente. La présence d’eau en permanencéadilateneur en oxygene de I'eau sont les
principaux facteurs déterminant la composition c@amunautés végétales et animales de ces
zones humides, qui développent des adaptations aaelitions de vie contraignantes. Les
plantes retrouvées fréquemment dans ces milieuxraia roseau commun ou la massette
développent ainsi des tissus conducteurs d’oxygéee,aérenchymes (figure 18), qui
permettent la circulation, dans le systéme raamai@’oxygéne produit par les parties
aériennes photosynthétiques (Justin & Armstrongy71,9Viessneet al.,2002).

Les larves de moustiques respirant 'oxygéne agades survivent dans les eaux en
hypoxie, a l'instar de nombreux autres invertélaysnt développé des stratégies de survie.
Par contre, la vie animale est trés limitée danstiate boueuse anoxique sous-jacente qui
n'est pas en contact direct avec le milieu aér@n.y retrouve des Diptéres, comme les
Chaoboridae et Chironomidae, et les moustiques ehregCoquillettidia qui puisent de
'oxygéne en fixant leur siphon respiratoire madliiu niveau des aérenchymes des plantes

aquatiques (figure 19 ; Sérand@tral.,2006).
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- Epiderme
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—— Vaisseaux Figure 18:
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Les zones humides réunissant les critéres présesttéslonc potentiellement
colonisables par les stades larvaireCaguillettidia sont variées, au niveau de leur origine,
de leurs caractéristiques topographiques, phyditoiques, et au niveau de leur composition
floristique et faunistique. Elles peuvent étre neltas ou créées de facon artificielle pour les

loisirs, ou a la suite de travaux hydrauliques dniens.

Les dites larvaires &oquillettidia d’origine naturellecorrespondent a la catégorie

« Mares/marais d’eau douce permanentsétangs (moins de 8 hectares), marais et
marécages sur sols inorganiques; avec végétation @mente détrempée durant la
majeure partie de la saison de croissance au moinsdu systéme de classification des
zones humides de la convention de RAMSAR. En Rtipes par exemple, la présence de
Coquillettidia a été observée au niveau des roseliéres formamelatures de végétation de
lacs (Lac du Bourget, Savoie ; Rey, 2002) et dggafétangs du Grand Lemps et de
Courtenay-Lancin, Isére ; Gilet al, 1976 ; Gilotet al, 1983), ainsi que dans les anciens lits
du Rhbéne de faible profondeur (en général inféded 1m), au stade d’évolution
géomorphologique caractérisé par les groupemergétaéx aTypha latifolia (Linnaeus,
1753). En région Languedoc-Roussillon, les git&oquillettidiasont de grandes roseliéres,
dont au moins une partie est en eau toute I'anc@mme les étangs de I'Estagnol et du
Luquier prés de Montpellier (Hérault), ou la roéedi riveraine de I'étang de Berre a Saint-
Chamas (Bouches-du-Rhéne ; Guille, 1976). En |tadi@ns le nord de la Toscane, les
communes de la cOte Versilia subissent de fortésanaoes aCoquillettidia, dont le lieu
d’origine, le Lago di Porta, est également uneli@seen eau permanente (Leone & Puccini,

communication personnelle).

Plusieurs auteurs ont noté la présenceCdaquillettidia dans des mares, trous d’eau,
fossés, ou autres zones humides artificiglllzéssant penser que I'expansion de ces

moustiques serait fortement liée aux activités hoewm telles que la restauration des zones

humides, la création d’aménagements hydrauliqueBegtraction miniere.

Les « étangs, y compris agricoles, étangs pour le bétaipetits réservoirs
(généralement moins de 8 hectares ; catégorie 2 teclassification des zones humides

artificielles de la convention de Ramsar) »et les « zones de stockage de I'eau,
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réservoirs/barrages/retenues de barrage/retenues ebu (généralement plus de 8
hectares, catégorie 6» présentent parfois les conditions permettant Ibnisation de
Coquillettidia Avant son récurage en 2006, la queue de I'étasauré de Jarrie (Isére) était
colonisée par des groupementsTygpha latifolia ou des larves d€oquillettidia ont été
échantillonnées en 2005 et 2006. En Ukraine, Gdah¢h982) décrivait la dynamique des
populations deCg. richiardii au niveau des gites larvaires situés en bordureéservoir
Kakhov.

Les « excavations, graviéres/ballastieres/glaisiéres,atsieres, puits de mines
(catégorie 7) »qui sont laissés a I'abandon sont en général eapédit colonisées par la
végétation aquatique et notamment les hélophytes sgu installent, accueillent les
populations larvaires d€oquillettidia Le site des carrieres d’extraction de graviers du
Tremblay a La Motte Servolex (Savoie, figure 20)i st I'un des principaux sites
d’approvisionnement en larves au cours de ma the&steconstitué de nombreux bacs de
décantations d’ages différents. Le principal gitéoguillettidiade ce site est une dépression
de bas de pente, formant un fossé d’'une profondaniant entre 30cm et 1m50, et colonisé
par des hélophytes dans les parties les moinsmeto En FlorideCq. perturbanseprésente
une nuisance trés forte aux abords des nombreuses & phosphate laissées a I'abandon

depuis les années 70, et qui leur servent d’hathitatnibos & Escher, 1983).

Les« canaux et fossés de drainage (catégorie 9nal entretenus sont également des
gites favorables pour I'établissement@equillettidia, dans la mesure ou I'eau y stagne et ou
la végétation s'installe rapidement. Le marais deuagne au nord du lac du Bourget
(Savoie) est quadrillé par un réseau de canauxaieadje dont certains sont en eau stagnante
et sont colonisés pa&oquillettidia C’est l'autre site de collecte des larves utdis@u cours
de ma thése car les populations larvaires y sombneuses. Dans le sud de la France, les
fossés de drainage appelés ‘roubines’ sont égatepnepices a I'établissement des colonies

larvaires de ce moustique (Guille, 1976).

Les gites décrits dans la bibliographie sont dannature et d’origine variées, mais ils
présentent des éléments communs, comme la pecsstimne piece d’'eau stagnante toute
'année, et la présence de végétaux aquatiqueksaapuis plusieurs années. La composition
végétale des gites larvaireCaquillettidia est également trés diversifiée d'un type de zone

humide a I'autre, d’une région a l'autre.
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autour du Lac du Bourget (Savoie).
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A.1.2. La végétation caractéristique des gitesrisés paCoquillettidia

Les auteurs ayant étudié les stades larvaires destigues du genr€oquillettidia
ont tous relevé leur présence en association awWesieprs especes de plantes hétes.
Wesenberg-Lund (1918, 1920-21) au Danemark et M#rgh938) en Grande-Bretagne,
décrivent la présence de larves @q. richiardii dans des gites composés Aleorus sp.
(Linnaeus, 1753)Glyceria spectabiligMert. & Koch, 1823) Ranunculus lingugLinnaeus,
1753) etTypha angustifoligLinnaeus, 1753), et d'autres composésdiepus sp(Linnaeus,
1753) etSparganium sp(Linnaeus, 1753). En France, dans la plaine @lendu Rhone, la
méme espece est trouvée fixée en majorité auxewnciaTypha latifolig mais également sur
Phragmites australigCav.) Steudel (1840) sspustralis et Sparganium ramosurgHudson,
1778)(Ain et al.,1973).

En région méditerranéenne, Guille (1976) comparendenbre de larves d€q.
richiardii récoltées sur les espédesaustralis T. angustifoliaet Scirpus lacustrigLinnaeus,
1753), qui sont dominantes dans la roseliere edacténistiques de l'association végétale
Scirpeto-Phragmitetum mediterraneuiix. & Preiising (1942). Les larves deCq. buxtoni
ont été tres peu décrites, car elles sont souvemtondues avec celles deg. richiardii
(Gabinaud et Sinégre, 1968), mais des observatiorighdne-Alpes et sud de la France laisse

penser que les deux espéces partagent fréquemesanémes gites.

Les habitats larvaires &q. perturbansdans les anciennes mines de Floride sont
dominés par trois espéces de plantes aquatiquesacinthe d’eauEichhornia crassipes
(Mart.) Solms,Typhasp. etLudwigia octovaligJacq.) Raven. Lounibos et Escher (1983) ont
collecté des larves a la fois sur les racines @gathes dans un substrat pseudo-liquide, et sur
les racines des deux autres plantes, enfoncéesidaudbstrat organique épais.

Batzer et Sjogren (1986a) dans le Minnesota orfedggmt noté la fixation de larves de cette
espéce sur des radeaux de plantes flottaRtemgmitessp.,Carexsp.,Lythrum salicarial..)
et au niveau de chevelus racinaires flottants detps émergentes, solidement ancrées

commeTyphasp.

A.2. Présentation de I'hypothése de I'étude de t&tin
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Cette étude bibliographique met en évidence unadgraariété de plantes pouvant
servir de support de fixation pour les larvesQlquillettidia et rentrant dans la liste des
plantes potentiellement indicatrices de la présafeees moustiques. Si les roseaux et les
massettes sont souvent décrits comme plantes-lioess difficile d’affirmer qu'il existe des
plantes préférentiellement choisies pour supportixdgion par les larves (Gilot, 1968). La
nécessité de dresser une liste d'indicateurs dsepocé deCoquillettidia in natura pour

faciliter leur controle a motivé notre étude.

La présence d’une population larvaire dans unegtda conséquence du choix de ce
gite comme site de ponte par une ou plusieurs fesnale la génération précédente.
L’hypothése qui en découle est qu'une femélequillettidia doit étre sensible a certains
sighaux en provenance de la zone humide qui luinpttent de déterminer si celle-ci est

propice au développement des larves issues denta.po

L'idée de rechercher dans I'environnement des aidiars de présence de moustiques
est née au début des années 70, dans le but djiappla cartographie des gites & moustiques
a la démoustication (Riowat al., 1967 ; Pautoet al.,1973). L'établissement de la typologie
des grands types de gites repose sur une analysmiposantes hydrologique, pédologique,
phytosociologique et entomologique. Dans notre &tutbus avons étudié ces différents
paramétres, non pas pour cartographier les git€ecuillettidia a I'échelle de la région
Rhoéne-Alpes, mais dans le but d’'identifier desdatkurs de gite Goquillettidia au niveau

de zones humides de faible taille, perceptibleaupasbservateun situ.

A.3. Matériel et méthodes
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A.3.1. Localisation des gites étudiés

Cette étude s’est déroulée entre 2004 et 2007,nanig d’avril et mai de chaque
année. Une trentaine de stations ont été étudigées BAin, I'lsére, la Savoie, la Haute-
Savoie et les Bouches-du-Rhéne au cours de cesmdesarde prospection (figure 12). Les
données présentées concernent 20 stations éahvaméils dans une zone volontairement trés
localisée et homogene aux niveaux géomorphologéfjdimatique (zones humides au nord
et au sud du Lac du Bourget en Savoie), comme &([i976) I'avait fait dans les années
1970 aux alentours de Montpellier.

Les stations étudiées se trouvent au sein de apémgraphiques choisies soit parce
gue nous y avons trouvé des larvesQimuillettidia par prospection, soit parce que des
captures d’adultes d€oquillettidia y ont été réalisées par I'EID (figure 20). Dangaame
des zones, plusieurs stations ont donc été séteéts de facon a refléter la diversité des
conditions biotiques (associations végétales, faageatique) et abiotiques des milieux
(ouverture/fermeture, hauteur d’eau, courant...). sTees points d’eau sont permanents,
condition obligatoire au développement des stadesatures d€oquillettidia

La démarche suivie comporte 4 étapes et est idenfiqur 'ensemble des stations :

1. Dans un premier temps, des relevés floristiquest sffectués de maniére a
caractériser le gite du point de vue de la végitati

2. ensuite une série de paramétres physiques lié8eaasamt relevés ;

3. des mesures de parametres physico-chimiques de et réaliséem situ et des
échantillons d’eau sont prélevés pour analyser afyoratoire leurs compositions
chimiques ;

4. enfin, la présence de larves @equillettidiaest recherchée dans le gite en suivant un

protocole standard.

A.3.2. Caractérisation de la végétation des gites
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Chaque station, délimitée par 4 balises, a unasaide 4 metres de long sur une
largeur égale a celle du plan d’eau (en génér&bsse), plus 1 metre de berges de chaque

c6té du fossé (figure 21).

Longueur station

Transect1 59 m!&\ v (4m)
Transect 2 50 ¢m i

1 1 Profondeunr totale (m)

Profondeur eau ()

1 m de berges Largeur fossé 1 m de berges

(m)

Larseur de la station

Figure 21 : Schéma d’organisation d’une station en coupsstrarsale

Deux transects de 50 cm de large sont tracés drea#m la station, dans le sens de la
largeur, recouvrant a la fois les berges et laaseren eau de la station. Les espéces végétales
présentes de part et d’autre de ces transectsiétarminées a l'aide d'une flore (Flore de la
Suisse, Aeschimann & Burdet, 1994) et un coefficida recouvrement leur est attribué
(tableau 2) selon I'échelle de Braun-Blanquet (3986s relevés floristiques sur les berges et

a la surface de 'eau ont été dissociés pour étmb/sés séparément

Tableau 2: Relation entre indice de recouvrement et recougrempar la végétation

Indices de recouvrement ‘ Recouvrement (R) de la végétation (%

+ 0% <R<1%
1% <R <5%
5% <R < 25%
25% < R <50%
50% < R < 75%
75% < R <100%

g bW NP~

A.3.3. Mesures des caractéristiques physiquegities
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A.3.3.1. Hauteur de la colonne d’eau

Au centre de chaque station, la profondeur de llence d'eau a été mesurée a l'aide
d’'une sonde plongée dans le gite jusqu’a rencouatrersurface solide.

A.3.3.2. Vitesse du courant

La vitesse du courant a été estimée (3 répétitiargrtir du temps mis par un objet
flottant de 2cm2 pour parcourir un trajet de 3 egtr

A.3.3.3. Température

La température de lair est relevée en ces deuntpgiar le méme appareil (3
répétitions).

La température de I'eau, 5 cm sous la surfacemesurée également a 3 reprises a
l'aide d'une sonde SenTix® 41-3 reliée & un appateimesure multiparametre Multi350i
(WTW).

Les mesures de température ont été prises lorsuledies ensoleillées et chaudes de
printemps (fin avril et début mai), entre 10h letimat 17h I'aprés-midi. Les mesures de
températures varient au cours de la journée, ajoes nos valeurs sont ponctuelles et ne
tiennent pas compte de ces fluctuations. Afin diaier ce biais, le critére retenu pour
caractériser chaque station est le rapport endreelapératures de I'eau et de I'air aux abords

du gite.

A.3.3.4. Humidité relative de I'air

L’humidité relative de I'air a été mesurée a 50d@rhauteur au niveau des berges et a
10cm au-dessus de la surface de I'eau (3 rép&jtiari’aide d’'un thermohygrometre (Carl
Roth).

A.3.4. Mesures des caractéristiques chimiquegiles

A.3.4.1. pH

Dans chaque station, 3 mesures de pH ont été edesta 5 cm sous la surface de
'eau a I'aide d’'une sonde SenTix® 41-3 reliéeappareil Multi350i (WTW).
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A.3.4.2. Conductivité, salinité, oxygéne

Des mesures de conductivité (uS/cm), de salingés(sinitd, mesurée a partir de la
mesure de conductivité du méme échantillon) etadeentration en oxygéne (mg/L) ont été
réalisées a 3 reprises & 5 cm sous la surfaceede & 'aide d’'une sonde ConOx-3 reliée a
'appareil Multi350i (WTW).

A.3.4.3. Matiéres en suspension (M.E.S.)

La quantité de M.E.S. ('ensemble des particulesémdles et organiques non dissoutes
présentes dans une eau, en mg/l) a été mesurétr @paolumes identiques pour chaque
station (V=15 mL). Les échantillons d’eau ont Bliéés & 'aide de filtres de cellulose

(Millipore ; maille de 0,5 um) de masse séche cenrue filtre a ensuite été séché en
étuve a 80°C puis pesé. En faisant la différensendesses finale et initiale du filtre, une

guantité de M.E.S.est obtenue pour un volume coreau de surface.

A.3.4.4. Dosage des nitrites et nitrates

Le dosage des nitrites et des nitrates a été ééalipartir d’échantillons d’'eau de
surface prélevés dans chaque station (triplicat®c des kits de dosage Spectroquant
1.14776.0001 et Spectroquant 1.14773.0001 (MerckAKglLa réaction des nitrites de
I'échantillon (volume : 1 mL) avec I'acide sulfagiie et le N-(naphtyl-1)-éthylenediamine
dichlorhydrate a produit un colorant azoique rovigéet dosé par spectrophotométrie & 540
nm. L'équation suivante permet de connaitre la ueren nitrites de I'échantillon (R2 =
0.9985) :

[NO2] = (DOs4o— 0.0382)/0,7487

Dans de I'acide sulfurique concentré, les ionsatés de I'échantillon (volume : 750 pL) ont
réagi avec un dérivé de l'acide benzoique pour éorom composé nitré rouge dosé par
spectrophotométrie a 515 nm. L’équation suivantenpéde connaitre la teneur en nitrates de
I'échantillon (R2 = 0.999) :

[NO3] = (DOs;5— 0.1566)/0,016

A.3.4.5. Analyse chimique complémentaire

2 Depuis 1978 (UNESCO, 1981) I'échelle pratiquealimité définit la salinité en terme de rapport de
conductivité (celle de I'échantillon & analysecelie d’'une solution témoin de KCL). Elle est expéie sans
unité. Par exemple la salinité de I'eau de meBBst

70



Pour chaque station, un volume d’eau de surfacflenL a été filtré, congelé puis
lyophilisé dans le but d’étre analysé par la méhdd chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG-MS).

La fraction solide obtenue par lyophilisation a ®iépendue dans un volume de 50 pL
d’acétonitrile et de 100 uL réactif BSTFA (SupelcGette étape de silylation était nécessaire
pour augmenter la volatilité des constituants de dxhantillons notamment les composés les
plus polaires, et donc faciliter leur détection.

Le chromatographe utilisé (HP6890, Agilent Techgas, Les Ulis, France) était

couplé a un spectrométre de masse (HP5973, Adilediinologies, Les Ulis, France). Au
cours de chaque programme d’analyse, la tempérdtufeur augmente de 70°C a 240°C a la
vitesse de 50°C/min, cette température était af@mistenue pendant 20 min.

Les échantillons étaient volatilisés a haute temipée et injectés dans une colonne
MDN-12 a capillaires de silice (30 m de long, Or@t de diametre interne, 0,25 pum de film ;
Supelco). Les composés étaient séparés dans laneotm fonction de leur structure et de leur
polarité qui influengaient leur distribution au eswu temps entre la phase mobile (le gaz
vecteur : hélium) et la phase stationnaire (colpnne

Les analyses des échantillons ont été réaliséesicate « SCAN » qui permet de
détecter les constituants majoritaires des extrhés profils d’analyse obtenus pour les
différentes stations ont ensuite été comparés afil pfanalyse de I'eau distillée ayant
séjourné dans un tube identique a ceux ayant aervprélevements (témoin). Les spectres de
masse obtenus pour chaque pic détecté sont anghfisa la librairie de spectres de masses
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Version 2.Q 2005).

A.3.5. Prospection/échantillonnage de larves dguillettidia dans les gites

Les méthodes permettant la détection des larvealguillettidia sont souvent
difficiles a mettre en place et peu productivesii§ul975). La collecte des larves a été
réalisée en utilisant la méthode de Morozov (Guilg75) non destructive pour la végétation

et permettant d’obtenir un bon rendement d’échantilage.

Elle consiste a piétiner le sol meuble de la statia niveau de la végétation (sur une
surface de 1 m2 pendant 1 minute), pour détacheetite en suspension les larves. On laisse
les larves remonter dans la colonne d’eau pendanih@tes et huit coups de filets troubleau
(diameétre = 25 cm, profondeur = 20 cm) sont donpésr récolter les volumes d'eau
boueuse. La recherche des larves dans de grandgsetias plates dure 10 minutes. Elles
sont prélevées a l'aide d'une pipette lorsqu’etlrmontent en surface et sont déposées dans

un récipient d’eau claire avec un plan de masgette support de fixation.
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A.3.6. Analyses statistiques des données

» Données qualitatives :

Les données de recouvrement des relevés floristiqoacernant les berges et le plan
d’eau de chaque station ont été rassemblées dargatdeaux de contingence, et ont subi un
tri visant a éliminer les espéeces les moins reptéss (a I'état de traces) dans chaque station
ou a les regrouper (Exemple : toutes les espécksstmte arbustive ont été regroupées sous
'étiquette « arbre »). Ces tableaux clarifiés amtsuite été analysés par une Analyse
Factorielle des Correspondances (AFC, avec le iEllgkLSTAT 2007.5.) afin d’étudier
I'association de certaines espéces ou cortegepéties aux stations colonisées ou non par

Coquillettidia

» Données quantitatives :

Nous avons cherché a dégager des variables expbisat’est-a-dire des paramétres
susceptibles d’'influencer la présence de larve€alguillettidia dans une station, parmi les
paramétres suivants : concentration en oxygéneeda,IM.E.S., conductivité, salinité, pH,
hauteur de la colonne d’eau, le rapport des teryp@smesurées sur les berges et & 10 cm de
la surface de I'eau, humidité relative de l'airpjpart des mesures a 50 cm et 10 cm de la
surface de I'eau), teneurs en nitrites et nitraé®esir chacun de ces parametres, 2 échantillons
de données ont été comparés : le groupe de valeuespondant aux station€aquillettidia
et les valeurs des stations Gaquillettidia était absent. Un test de Shapiro-Wilk a ensuie ét
effectué pour savoir si les données suivaient ustgittltion normale. Si c’était le cas, nous
procédions a un test paramétrique t de Studentodgparaison des moyennes de nos 2
échantillons ; dans le cas contraire nous compsaries 2 échantillons par un test non
paramétrique U de Mann-Whithey (logiciel Statviews@0.0.). Lorsque les valeurs d’un
paramétre étaient significativement différentesreeiiés 2 échantillons, ce paramétre était
considéré comme une variable explicative de laridigion de Coquillettidia dans les

stations.
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» Données quantitatives et qualitatives :

Une Analyse Canonique des Correspondances (ACEZjdbXLSTAT.) a été réalisée
a partir de données qualitatives (relevés flonigg) et de données quantitatives (les
paramétres dont les valeurs différent significatieat entre les stations colonisées et non
colonisées pa€oquillettidia) pour les 20 stations. Cette analyse avait potudhaiudier les

relations entre stations, associations végétalparatnétres physiques et chimiques mesurés.
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A.4. Résultats

A.4.1. Distribution deCoquillettidiadans les stations

La prospection réalisée a proximité du lac du Betigptre 2003 et 2007 (figure 20) a
permis de répertorier des stations contenant dessl@eCoquillettidiaet des stations, parfois
trés proches, dépourvues de larve€dgquillettidia

Ainsi sur 20 stations sélectionnées, 11 d'entresefiont des gites @oquillettidia
(certaines de maniére récurrente sur chaque anétele : T5, T7, T8, P2, P3) et 9 d’entre
elles ne possédent pas de larves, et ceci peradduatée totale d’étude (entre 2003-2007).

Tableau 3: Distribution deCoquillettidiadans les différentes stations.

Zone géographique Code station Coquillettidia Description
T1 Oui Stagnant, ensoleillé
T2 Oui Stagnant, ensoleillé
T3 Non Stagnant, fermé
T4 Oui Stagnant, ensoleillé
Le Tremblay ] i
T5 Oui Stagnant, fermé
T6 Non Stagnant, fermé
T7 Oui Stagnant, fermé
T8 Oui Stagnant, fermé
V1 Non Eau courante, ombragé
V2 Non Stagnant, ensoleillé, eutrophie
Les Viviers-du-lac
V3 Non Eau courante, ombragé
va Non Stagnant, ensoleillé, eutrophig
P1 Non Eau courante, ombragé
P2 Oui Stagnant, trés fermé
, P3 Oui Stagnant, trés fermé
La peupleraie de
P4 Non Stagnant, ensoleillé, jeune
Chautagne
P5 Non Stagnant, ensoleillé, jeune
P6 Oui Stagnant, ensoleillé, ancien|
pP7 Oui Stagnant, ensoleillé, ancien|
Roseliere de Groisin Gl Oui Stagnant, ensoleifiéjen
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A.4.2. Analyse de la distribution de la végétatiemestre dans les stations

Les groupements végétaux des berges des statiectiaiées sont composés de 18
taxons majoritaires (tableau 4). Les especes akggprésentes sont des plantes communes
en zones humides.

Tableau 4: Taxons majoritaires dans les groupements végétasi berges et recouvrement
Les stations &oquillettidiasont en rouge, les autres sont en noir

Taxon ou groupe de taxon Stations (indice de recouvrement)
T1(3); T2 (3);T3(2);T4 (3); T5 (3):T6 (4); T7 (3); T8 (4) V1 (3); V3 (3);
P1(2);P2 (4); P3 (4)P4 (2);P6 (3); P7 (2); G1 (2)
calystegia sepium  v2 (1); P1 (1)
Carexsp. V1 (1); V3 (1); V4 (2); P1 (1)G1 (4)
Dactylesp. T1(2); T2 (1); T4 (2)
Equisetunpalustris 12 (2); T4 (1); T7 (2)
Euonymuguropaeus  vi (2): V3 (2)
Eupatorium cannabinum p1 (+);p2 (1); P3 (2)
Glyceria fluitans T1(1); T2 (1); T4 (2); T7 (1); T8 (2)
Hippuris vulgaris P4 (2): P5 (2)
Iris pseudacorus P4 (2): P5 (2)

arbres

Juncus effusus  T1 (1) T2 (1); T4 (P1 (+);P2 (2); P3 (1)P4 (1); P5 (1)
Juncus inflexus T1(3); T5 (3);T6 (2):;T7 (2); T8 (1)
Phragmites australis T3 (1);74 (1); V2 (2); V4 (2);P2 (1); P3 (1); P7 (1); G1 (4)
Poa trivialis T1(2): T2 (2);T3 (2) T4 (2); T5 (1)

Rumex acetosa P4 (2); P5 (2)
Solidago canadensis T3 (1);T5 (3); T6 (2);T7 (2); T8 (2);P4 (2); P5 (2)P6 (4); P7 (4); G1 (1)
Tussilago farfara T1(1); T2 (2); T7 (2); T8 (1)
Typha latifolia P4 (1); P5 (HEL (1)

Les relevés floristiques présentent des similarilds sein de chaque zone
géographique, comme l'indique I'AFC (figure 22).r$es berges de la plupart des stations de
la zone du Tremblay, la végétation est caractdtistid’'une prairie humide avec un
recouvrement dominant des graminé&y¢eria fluitans Dactyle sp., Poa trivialis). La
végétation des stations de la peupleraie de Chamtagflete un couvert arborescent
important, sauf pour les stations P4 et P5 ou $pe@s dominantes sont caractéristiques de
milieux humides jeunes. Les stations V2 et V4 dedae des Viviers-du-lac et G1 a Groisin
sont dominées par une végétation de roseliere spelnfois en eauPhragmites australis

Carexsp.).
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Végétation de roseliere
temporairement en eau

mites australis

Végétation de milieux jeunes,
début de succession

Typha latifolia
[ ]

F2 (19,59%) %)

p5 umex acetosa
® Jris pseudacorus

fppuris vulgaris

Juncus effusus
|® P/®Ssolidago canadensis

Végétation de prairie humide

Dagtyle sp. Poa trivialiseg ® Jumcus inflexus
ussilago farfara gquis

F1 (22,24 %)

Figure 22 : Analyse Factorielle des Correspondances repigseles stations et les
taxons végétaux recouvrant les berges des stations.

Les stations colonisées paoquillettidiasont erorange, les autres enert.

Les taxons végétaux sont eleu.
41,83% de l'inertie totale est représentée paates F1 (22,24%) et F2 (19,59%).

L’AFC ne permet pas de dégager un groupe d'espédgétales caractéristiques des
gites larvaires &Coquillettidia la présence des larves ne semble donc pas liée a la

végétation de bordure de la station
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A.4.3. Analyse de la distribution de la végétatimuatique dans les stations

Onze taxons majoritaires composent les groupemedgetaux aquatiques relevés
dans les 20 stations (tableau 5). Certains ne poédgents que dans les stations sans

Coquillettidia, c’est le cas d8parganium erecturat Carexsp.

Tableau £ : Taxons majoritaires dans les groupements végéquatiques et recouvrement
Les stations &oquillettidiasont en rouge, les autres sont en noir

Taxon ou groupe de taxc Stations (indice de recouvrement)
Algues T3 (2); V2 (3); V4 (4);P6 (2
Callitriche stagnalis 75 (2); T6 (2); V1 (1)
Carex sp. V1 (1); V3 (1); V4 (1), P1(2); P4 (2G1 (1,

Juncus effusus T1(2); T2 (1); T5 (2)T6 (2);T7 (3); T8 (2); P2 (1); P3 (1P4 (2);P6 (2); P7 (4); G1 (]
Juncus inflexus T1(2); T2 3)P5 (2
Lemna minor T5 (3);T6 (3);T7 (4); T8 (4); P2 (1); P6 (2)
Phragmites australis  T1 (1); T2 (2):T3 (2); T4 (5); V2 (3); V4 (2):P2 (3); P3 (2 P5 (2);P6 (2); G1(2)
Sparganium erectum  p4 (2)
Scirpus sylvaticus T2 (2)
Typha latifolia T1(1); T2 (2); T5 (1); T7 (2); P3 (+P4 (3); P5 (R P6 (1); P7 (2); G1 (1)
Veronica beccabunga 75 (3)

L’AFC (figure 23) met en évidence que les taxondspnts dans les stations avec
Coquillettidia sont également souvent retrouvés dans des steg@ons larve du moustique
(Juncus effusyguncus inflexusPhragmites australipar exemple).

Les espéces les plus représentatives des statiGogjuillettidia sontJuncus effusus
(10 occurrences sur 1Iypha latifolia(8/11) etPhragmites australi§¢7/11). Au moins l'une
de ces 3 espéces est présente dans les statiales darves ont été échantillonnées avec un
indice de recouvrement trés variable compris enee5.

Les groupements végétaux aquatiques présents dares Istations aCoquillettidia
sont donc dominés par ces espéces qu’on retrouveples souvent associédd. effusus T.
latifolia : 8 occurrences sur 11, effusus P. australis: 6/11,J. effusus T. latifolia - P.
australis: 5/11).
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Juncus

Lenna minor.
AO
A [}
Veronica becc bun§a r'd
0 | | | uncus effusu
A

Typha latifolia Spirogyra sp.

o

S Végétation susceptible de o
< caractériser les gites
< potentiels &oquillettidia N
L Sparganium erectum
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A
Carex sp.
-3 En
]
-4
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F1 (23,60 %)

Figure 23: Analyse Factorielle des Correspondances repigsteles stations et les
taxons végétaux recouvrant la surface de I'eau.
Les stations colonisées paoquillettidiasont erorange, les autres enert.

Les taxons végétaux sont kleu.
44,19% de l'inertie totale est représentée paakes F1 (23,60%) et F2 (20,59%).
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A.4.4. Caractéristiques physiques des statiodssgibution de Coquillettidia

Le tableau 6 rassemble les valeurs mesurées paquetparamétre physique.

A.4.4.1. Hauteur de la colonne d’eau

La profondeur de I'eau dans les 20 stations vagi & cm a 40 cm. Dans les gites
larvaires, la profondeur moyenne est de 19,8 +412(8, contre en moyenne 12,2 + 5,16 cm
dans les stations non colonisédk.n'y a pas de différence significative entre les
profondeurs relevées dans les stations avec et saasves de Coquillettidia (test t de
Student : t = 1,507 ; 18 ddI ; p = 0,149).

A.4.4.2. Le courant

La majorité des stations échantillonnées sont erstgnante, sauf P1, V1 et V3 pour
lesquelles les débits mesurés sont : 10 m/min/m@imet 7 m/min. respectivement. Dans ces
trois stations, les prospections n'ont pas permaisiétecter la présence de lantes.courant
apparait comme un parametre important expliquant la distribution de Coquillettidia
dans les stationgtest de Mann & Whitney : U = 33 ; p = 0, 0438).

A.4.4.3. Température

> Différentiel de température entre I'eau et 'airdveau des berges

Le rapport entre les températures au niveau dedtaile I'eau est compris entre 1,33
et 2,38 sur 'ensemble des stations. Au niveawites larvaires, la température de I'air est en
moyenne 1,79 + 0,15 fois plus élevée que la tenpéralans I'eau. Pour les stations sans
Coquillettidia, le rapport moyen est de 1,89 + 0,35. Cette diffée n'est pas significative
(test t de Student : t =-0,830; 17 ddl ; p =T8¥ néanmoins il apparait que la variance de ce
rapport de températures est plus faible dans less giolonisés paCoquillettidia, qui

apparaissent donc moins soumis aux variationsrdpéeatures.

> Différentiel de température entre I'eau et 'airdl au-dessus de la surface
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Le rapport entre les températures de I'air, 10 ord@ssus de la surface, et de I'eau, 5
cm sous la surface est compris entre 1,29 et 24 lps 20 stations. Au niveau des sites a
Coquillettidia, la température aérienne au-dessus de I'eau estoganne 1,76 * 0,22 fois
plus élevée que la température de I'eau. Au niwkeal stations sans larves, le rapport de
températures est en moyenne de 1,82 + 0,33. Lérelif€e n’est pas significative (test t de
Student : t =-0,430 ; 17 ddl ; p = 0, 672) colonisation d‘une station parCoquillettidia ne

semble pas liée a la température pres de la surfade I'eau

A.4.4.4. Humidité relative de I'air aux abords djite

» L’humidité relative de I'air au niveau des berges

L’humidité relative de I'air au niveau des bergesie de 21% a 66% au niveau de
'ensemble des stations. Dans les stations ou alwed ont été collectées, le pourcentage
moyen est de 50% + 11,8, contre 33 + 10,3 % en mwyelans les gites sahthumidité de
l'air aux alentours des stations ouCoquillettidia est présente est significativement plus
élevée(test t de Student: t = 3,324 ; 17 ddl; p = 04)) cette variable environnementale
parait influencer la colonisation d'un gite parhesustiques.

> Humidité relative de I'air a 10 cm au-dessus dsuldace

L’humidité relative de l'air, 10 cm au-dessus deslaface de I'eau est trés variable
d’'une station a l'autre et comprise entre 20% éb6Bans les stations ou des individus de
Coquillettidia sont présents, le pourcentage moyen d’humidité€adieest de 49 +15,6 %,
contre 33,8 +12,8 % dans les stations ou ils shstrtsL'humidité de I'air au-dessus de la
surface de I'eau, dans les stations dDoquillettidia est présente est significativement plus
élevée(test de Mann & Whitney : U = 20 ; p = 0, 041),teatariable environnementale parait
influencer la colonisation d'un gite par les momgséis. Néanmoins, les conditions
météorologiques variables rencontrées peuvent anfbirencé nos mesures, le rapport des

deux mesures d’humidité a donc été calculé afiti&haer cet effet.

» Rapport entre 'humidité de I'air au niveau desgesret au-dessus de 'eau

En considérant le rapport ‘humidité berges/humiditéface’, les différences entre
gites aCoquillettidia et stations san€oquillettidia ne sont plus significatives (test t de
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Student: t = 0,614 ; 17 ddl; p = 0,55). Cettelalzle environnementale ne semble pas étre
impliqguée dans le choix des femelt@squillettidiadu gite de ponte. Cependant, la pertinence
de nos mesures effectuées en journée peut-étretéispuisque les femelles effectuent leur
ponte en soirée en période estivale. Par ailleces,critere, méme reconsidéré, n’est
certainement pas un facteur environnemental spéeifidu genreCoquillettidia mais un

facteur influencant la ponte de I'ensemble des tiguiss, toutes especes confondues.

A.4.5. Caractéristiques physico-chimiques de I'dasi stations et distribution de
Coquillettidia

Le tableau 6 rassemble les valeurs mesurées ppatamétres physico-chimiques de

I'eau dans les 20 stations.

A.4.5.1. Teneur en oxygéne de l'eau

La teneur en oxygéne de I'eau de surface danddéerss est faible ; elle varie de 0 &
7,8 mg/L. La teneur moyenne dans les statio@sqguillettidiaest de 1,59 + 2,2 mg/L, contre
2,61 + 2,9 mg/L dans les stations ou ces moustigopsabsentd.es teneurs en oxygene de
'eau dans les stations colonisées ou pas ne soassignificativement différentes(test U
de Mann & Whitney : U = 42,5 ; p = 0,595), cetteiable n'explique pas la distribution de

Coquillettidiadans les stations.

A.4.5.2. pH de l'eau

Le pH de l'eau est neutre dans I'ensemble des statis et trés peu variable(de
6,98 a 7,8). Il n'y a pas de différence signifigatientre le pH de I'eau dans les stations a
Coquillettidia et dans les stations ou le moustique n’est pas/érdtest t de Student: t =
0,034 ;18 ddl; p =0, 973), les pH moyens étaspectivement de 7,39 + 0,16 et 7,38 + 0,28.

Tableau 6: Valeurs des paramétres physiques et physicoighés et significativité

Hauteur d'eau Courant T°air 10 cm/T°  Humidité 50 cm

(cm) (m/min) T° air 50 cm/T° ea eau (%)
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min_max moyenne | minmax moyenne | minmax moyenne | minmax moyenne | minmax moyenne
Présence de
Coquillettidia|5,3 40 19,81 0 O 0 15,98 1,79 (1421 1,76 26 66 29,93
Absence d
Coquillettidia|2,7 39 12,19 0 10 428 1,238 1,89 |1322 1,82 21 51 32,96
Significativité NS p<0,05 NS NS p<0,01

A.4.5.3. Conductivité et salinité de I'eau

> Conductivité de I'eau

Humidité 10 cm Conduct. Teneur en @
(%) (uS/cm) Salinité (mg/L)
min_max moyenne | minmax moyenne | min max moyenne minax moyenne | minmax moyenne
Présence de
Coquillettidia| 26 69 49,07 | 7,176 7,39 |383606 514,9| 0,10,2 0,17 0o 7 1,59
Absence de
Coquillettidia| 20 51 33,76 | 6,97,9 7,38 | 4832143 946,7|0,11,1 0,41 0 78 261
Significativité p<0,05 NS p<0,05 p<0,05 NS
M.E.S. (mg/L) Nitrites (ug/L) Nitrates (mg/L)
min  max moyenne| minmax moyenne | minmax moyenne
Présence de
Coquillettidia| 76 153 124 0o 78 11 0 6,86 2,39
Absence de
Coquillettidia| 100 711 260 0 99 14,6 0 10,7 5,18
Significativité p<0,05 NS NS

La conductivité de I'eau varie beaucoup moins dkss stations &Coquillettidia,

moyenne 515 * 66,5 uS/cm) que dans les sites 08 n@yons pas trouvé le moustique
(moyenne 947 + 657,8 pS/cm). Notamment, de forédsws de conductivité ont été relevées
dans deux stations (V2 et V4) non colonisées darmohe des Viviers-du-Lac (3 a 4 fois
supérieures a celles mesurées ailleurs), qui axgigcette variabilité. Ces différences de
valeurs entre les stations colonisées ou non gifisative (test U de Mann & Whitney : U =
20 ; p = 0,025)La conductivité de I'eau semble influencer la disibution des larves dans
les 20 stations de I'étude

> Salinité de I'eau
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La salinité est d’'une fagon générale tres faiblesdas stations échantillonnées (de 0,1
a 0,3), exceptées dans les deux stations V2 eb¥4es valeurs sont 5 a 10 fois supérieures
(autour de 1). Les moyennes des valeurs de salieie¥ées dans les gites avec et sans
Coquillettidia sont respectivement de 0,17 + 0,05 et de 0,413¥.0,a différence est
significative (test U de Mann & Whitney : U = 21,5 = 0,033)Ja salinité semble donc étre

une variable influencant la colonisation des statios par Coquillettidia.

A.4.5.4. Matiéres en suspension (M.E.S) dans I'eau

Les stations ou des larves @equillettidia sont prélevées présentes une eau moins
chargée en matiéres en suspension (moyenne 1241®yL) que les stations sans larves
(moyenne 260 * 206,2 mg/L). Les plus fortes quéstide M.E.S. sont & nouveau relevées
dans les stations sans larve V2 et V4 (491 et 78l raspectivement). La différence de
guantité de M.E.S. est significative (test t dedétu: t = -2,174 ; 18 ddl; p = 0,043
paramétre semble influencer la colonisation des dians par les larves

A.4.5.5. Teneurs en nitrites et nitrates de I'eau

Les teneurs en nitrites sont trés faibles dansti®ons, et sous le seuil de détection du
test pour 11 des 20 stations (limite de détecti@énieg/l). Dans les gites@oquillettidia, la
teneur moyenne est de 1 £ 2,5 ug/L, contre 14,22 Bg/L dans I'eau des stations non
colonisées. La différence n’est pas significatitest(t de Student: t = -1,404 ; 18 ddl ; p =
0,178).

Les teneurs en nitrates sont en moyenne deux foss glevées dans les gites sans
Coquillettidia que dans les dites colonisés (5,18 + 3,71 mg/l2,40 + 2,30 mg/L,
respectivement) mais cette différence n’est pasifgigtive (test t de Student : t =-2,059 ; 18
ddl; p = 0,054). Les plus fortes valeurs sontwéds dans deux stations sans larves, situées
sur le méme ruisseau dans la zone des Viviers-dy-¥a et V3 (10,68 et 9,52 mglL,
respectivement).Les teneurs en nitrites et nitrates ne semblent pagxpliquer la

distribution de Coquillettidia dans les stations.

A.4.5.6. Analyse de la composition chimique dealie
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L'analyse chimique des eaux de surface prélevées s 20 stations étudiées a
révélé la présence de 45 composés majoritairesaiilistés dans le tableau 7 (voir aussi le
tableau détaillé en annexes). Ces composés appaatieaux familles chimiques des alcools,
sucres, acides aminés, acides carboxyliques, caagu®noliques et aromatiques et acides
gras, cette derniére famille comptant la moitié cteaposés détectés.

Sur 'ensemble des produits trouvés, une douzamendlécules sont déja décrites
dans la bibliographie comme impliquées dans latioglades Culicidés avec leur habitat.
Certaines molécules sont connues comme attradgijgserol (Huanget al, 1991), p-crésol
(Linley, 1989), acide lévulinique (Linley, 1989Xide lactique (Smallegangt al, 2005)) ou
stimulant de ponte (phénol (Kumar & Jebanesan, R08&de laurique (Ganesast al,
2006)). Des composés sont décrits comme inhibitderponte (acide nonanoique (Miller
al., 1992), acide caprique (Hwamg al, 1982), acide linoléique et acide oléique (Hwahg
al., 1984)). D'autres molécules sont répertoriéesa &ls comme attractant/stimulant et
inhibiteur de ponte ; leur effet dépendant de lamjté présente dans le milieu (acide
caproique (Smallegang# al, 2005 ; Hwanget al, 1982), acide palmitelaidique (Ganesan
al., 2006 ; Hwanget al, 1984).

Chaque composé mis en évidence dans nos échamtdldait I'objet d’'une analyse
statistique (test U de Mann & Whitney) afin d’éwalu 1) si leur présence/absence expliquait
la présence de larves @oquillettidia, et 2) si leur quantité pouvait influer sur le thdes

gites.

La présence dans nos échantillons de la plupartaieposés n’explique pas (test U
de Mann & Whitney : p> 0,05) le choix du gite denfmoou la présence/absence de larves de
Coquillettidia D’autre part, la présence de certaines moléatteasctives comme le glycérol
(p =0,32), I'acide Iévulinique (p = 0,99) et I'dei lactique (p = 0,42) ne caractérise pas les
gites aCoquillettidia. De méme, les molécules décrites comme stimulatrite ponte
(phénol, p =0,32) ou comme inhibitrices de ponrdeide caprique, p =0,62 ; acide
nonanoique, p = 0,27 ; acide linoléique, p = 0,%®ide oléique, p = 0,51) ne semblent pas
expliquer I'absence ou la présence de larves damsenux de stations. L'unique molécule
dont la présence explique la distribution des lamdans les stations est le 2,6-di-tert-butyl-p-
crésol qui est détecté dans 7 stations sur 11telst Mann & Whitney : U = 18 ; p = 0,017).
Ce composé est proche du p-crésol, molécule copoue étreattractive pour certains

moustiques(genresAedesCulexet Toxorhynchites Linley, 1989).
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Concernant I'acide laurique, qui est décrit constimulant d’oviposition pouAedes
(Stegomyip aegypti(Linnaeus, 1762) (Ganesanhal, 2006) et I'acide heptadécanoique sont
tous les deux dosés en quantités plus faibles léanstations &oquillettidia que dans les
stations non colonisées. Cette différence de cdrat@n dans les eaux de surface semble
expliquer le choix du lieu de ponte dans les gitestenant de faibles doses en ces deux
produits (test U de Mann & Whitney; acide lauriqueJ=21, p=0,043; acide
heptadécanoique : U =17, p = 0,040).

Dans nos échantillons d’eau de surface, des pésatat été détectés sur I'ensemble
des stations, exceptées les stations T5 (préseac€oduillettidia) et V4 (absence de
Coquillettidig). Ces molécules ont été décrites comme répulsivesedes aegyptiVartaket
al., 1994). Leurs variations de concentrations d’ue &it'autre n’expliquent pas la présence
ou I'absence de larves @mquillettidia (test U de Mann & Whitney : U = 38 ; p = 0,38).

Il est donc probable que la composition chimique dd'eau de surface, en

particulier les concentrations de certaines molécak impliguées dans la ponte des

moustiques, ait une influence sur la colonisation’dne station par Coquillettidia.

85






Tableau 7: Composés majoritaires détectés dans les édbastil’eau de surface prélevés dans les stations

Les stations &oquillettidiasont errouge, les autres sont erir. La colonne 4 présente le degré de correspondarioe le composé détecté
et la librairie de spectres de masses.

Farille chimique Probabilité Présence dans les échantillons agueux Effet canJ,or,temenal induit
doccurence (%0) T6 P4 P5 [référence]
1,5pentan-2-0 6.40 47% X
Diethylene glycol 7.24 80%% X X X X X X X XX X X X X XX X X
Alcools 1-phenyl-1-ethenol 7.30 24% X X X
dlyceral 7.33 9% X |X X |X X X X X X X Attractant [1]
Hexadecan-1-d 8.9 70% X X X X X X
Sucres 1. 2-Deoxy-pentofuranose 7.74 28% X X
pheral 514 21% X X Stimuant ponte [2]
Composés phéndiques  |p-Qresal, 2,6-di-tert-butyl- 817 57% X X X | X X X X Attractant (p-cresol) [3]
1.4-1,1,3,3 Tetramethylbutyl)phend|  8.55 74% X X X X X X X X X X X |X X X
. " Acide oxdlique 6.29 5% X X X
Acides cabolioues |, o onate 6.79 84% X X X X
. ., Glycine-N-acétyl 6.73 3% X X
Acides aminés LValine 7.12 % X
Carbodiimide 533 95% X X X X
Amines nButylamine 6.95 58% X X X |X X X X X X X X X | X
urée 7.23 96% X X X
2,4,6-Trimethyipyridine 5716 38% X X X X X
. . Acide benzene acetique 7.496 84% X
COomposes aromeliques |, G e o tdluiqe 772 64% XXX X X X X X X X XX XXX X/XX
Acide p-Hydroxyberzoique 812 91% X | X X | X X
Acide phtalique diethyl ester 8.42 20% X X X X X X [ X X X X X Repulsif (ciméthyl phtalate) [4]
Phtalates Acide phtalique diisobutyl ester 9.34 40% X X X X X X X X X [X X X X X X X X X
Acide phtalique didodecyl ester 9.78 67% X X X X X X X X X X X X X X X
- . . acide isowalerique 4.9 46% X
Acides gras MEVIES | i eshyimelonique 6.71 49% X X X X X X X X | X X
Acides gras axoylés Acide lewdinique 6.75 46% X X X Attractant [3]
Acides gras hydroxylés | Acide lactique 6.24 83% X X X X [X X X [ X X X X X X X X Attractant [6]
Acide caproique (C6 : 0) 6.367 54% X X X [X X X Attractant [6] - inhibiteur porte[7]
Acide nonanoique (C9: 0) 7.67 5% X X [X XX X X X X X X X X X |X X X X X Inhibiteur porte [8]
acide caprique (C10: 0) 7.96 9% X X X X X X X X X X X X X X X X X X X Inhibiteur ponte [7]
acide lauricque (C 12 : 0) 852 5% X X [X X X X X X X X X X X X X XX X|[xX X Stimulant ponte [9]
Acides gras saturés | acide myristique (C 14 : 0) 917 9%6% X X [X X X X X X X X X X XX X XX X|[xX X
acide pentadecanoique (C 15 : 0) 9.58 76% XXX X X XX X X X|X X X XX XX X
acide palmitique (C 16 : 0) 10.10 98% XX XXX XXX X X X X X X X X X X X
acide heptadecanoique (C 17 : 0) 10.75 73% X X [X X X X X X X X [X X X X X X X X
acide stearique (C 18 : 0) 11.61 9% X [ X X X X X X |X X X [X X X X |[X XX X
acide palmitelaidique (C 16 : 1) 10.01 94% X X X X X X XX X X X XX X X XX X|X X |Stimuant porte [9] - Inhibiteur porte[10]
Acides gras insaturés  |acide lindleique (C 18 : 2) 11.36 44% X X X X X X X X X X X X X X X X Inhibiteur ponte [10]
acide deique (C18: 1) 11.40 60% X X |X X X XX X X [ X X X XX XX X Inhibiteur porte[10]
1-glyceryl laurate 11.15 88% XXX XXX XXX X X X X X X X X X XX
1-glyceryl myristate 13.40 9% X X X X X X
. e 2-monopalmitine 16.35 92% X X [ XX X X X X X X X X X X X | X X X
Acides gras esterifies || cimitine 17.19 8% XX XX XXX X X X X | X XX X X X X
2-monostearine 2250 92% XXX XX KoK XXX XX X XX X X X
2,3Bis monaostearine 23.997 76% XX | X XXX X X X X X X X X X X X

Références : [1] : Huargt al, 1991 ; [2] : Kumar et Jebanesan, 2002 ; [3jnldy, 1989 ; [4] : Vartalet al, 1994 ; [5] : Healy et Copland, 2000 ; [6] : Shkegangeet al, 2005 ;
[7] : Hwanget al, 1982 ; [8] : Millaret al, 1992 ; [9] : Ganesan et al., 2006 ; [10] : Hwahgl, 1984.
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A.5. Discussion

Influence de la végétation environnante sur larasktion paCoquillettidia

L'étude de la végétation des berges des stations nenseigne sur les formations
environnant les piéces d'eau. Les berges sont ane d'interface entre deux écosystemes,
'un aquatique (le gite larvaire potentiel) et Keuterrestre (la prairie, la roseliere séche...).
La végétation des berges est donc composée d'esgésaleux cortéges floristiques dont la
distribution est fonction de leur tolérance a lmg@pale contrainte : I'eau.

Les stations des Viviers-du-Lac et de Groisin gaakéent bien des autres sur 'AFC
(figure 22) représentant la végétation des belgegspéces dominantes sont caractéristiques
d’'une roseliére seche une bonne partie de I'année.

Dans les stations du site du Tremblay, qui sonteégent regroupées sur cette figure
22, la végétation des berges est caractéristique pairie humide, habitat majoritaire sur ce
site d'anciennes carrieres en cours de réhabdlitati

Les deux stations de la peupleraie de Chautagnéesitau niveau d'un canal de
drainage récemment curé, P4 et P5, présentent amposition floristique originale et
diversifiée typique d’un début de succession.

Certaines stations de la peupleraie de Chautagnsiteldu Tremblay et de celui des
Viviers-du-Lac sont également caractérisées parcauvert arborescent important. Cette
fermeture du milieu ne semble pas étre un critérgrednde influence sur la présence de larves
de Coquillettidiadans le gite, puisqu’on en retrouve aussi bieRZrP3, P6 et P7, stations a
fort couvert arborescent, qu’en T1 et T2 ou le vecement par la strate arborescente est

quasi-nul.

La composition des groupements végétaux préseriereare des gites ne semble pas
étre liée a la présence de larves. Il semble quehdéx du site de ponte pour une femelle
Coquillettidia soit déterminé par d’autres facteurs, d'autresmiaig, en provenance de la

piece d’eau plutdt que de I'écosystéme qui I'envire.



Influence de la végétation aquatique sur la coldiga parCoquillettidia

Les stations ou des larves @equillettidiaont été collectées présentent en général une
faible diversité de plantes aquatiques, en moydnespéces végétales sont représentées dont
une ou deux dominent en recouvrement. Cette falblersité est a associer au stade de
développement de la succession végétale et doageade création du gite.

Les résultats de I'analyse factorielle des corradpaces sur la végétation aquatique
des stations (figure 23) montrent gBparganium erecturat Carexsp. sont absents des gites
a Coquillettidia et présents dans la plupart des stations sares. [Rourtant, ces deux taxons
ne peuvent étre considérés comme des indicateaipsebhice d€oquillettidia car nous avons
observé la fixation de larves aux racines de cast@s en laboratoire, et ils ont été décrits
comme plante-h6te deq. richiardii par d’autres auteurs (Marshall, 1938 ; A&tnal, 1973).

Si dans notre étude, ces taxons ne sont retrouvas qiveau des stations ou les larves de
Coquillettidia sont absentes, c’est qu'ils sont le reflet deglitmms particulieres du milieu ou
on les trouve (eau courante, collection d’eau r&en

Nos résultats montrent que les espébgsha latifolia Juncus effusust Phragmites
australis sont les plus représentatives des git€oaquillettidia et sont souvent présentes en
association dans les stations. On peut faire lallpte entre les cortéges floristiques des gites
de Rhone-Alpes et du sud de la France, ou les esp@ominantes sont trés proches :
Phragmites australisTypha angustifolia Typha latifolia et Scirpus lacustriset ou Guille
note une densité larvaire plus importante quandépétation est mixte (Guille, 1976). La
présence de ces espéces peut donc étre considémémecindicatrice de gite potentiel a
Coquillettidia, d’autant plus si la densité de ces hélophytesngsbrtante et que des débris

végétaux sont visibles, indiquant un établisseraanien de la végétation.

Influence des paramétres physiques des statiora salonisation par
Coquillettidia

D’aprés nos résultats sur 20 stations, la présdadarves d€oquillettidiane semble
pas liée a la hauteur de la colonne d’'eau. GUllB/§) montre que dans le gite larvaire de

I'Estagnol (Hérault) dans le sud de la France dasité d’'individus de&cq. richiardii est plus



grande pour des profondeurs comprises entre 500etrh. Nous n'avons pas pu le vérifier, la
hauteur maximale que nous avons relevée étant demdét les points d'eau étudiés étant
soumis a des régimes de variation de la nappe dreauwifférents de I'étang de I'Estagnol. Il

semble toutefois qu'une hauteur d’eau minimale méitessaire pour éviter I'exondation et
permettre le développement des larves toute I'année

La présence d’'une zone boueuse et riche en dégitaux, située a l'interface entre
la colonne d'eau et le sédiment solide, est némessalinstallation des larves dEq.
richiardii et Cqg. buxtoni(Guille, 1976 ; Sérandowet al, 2006). Cette zone est difficile a
délimiter mais a été observée dans toutes lesstatit des larves ont été récoltées dans notre
étude. C’est a cet endroit que le réseau de raeings radicelles des plantes hétes est le plus
dense, les plants de/phasp. y développent par exemple des chevelus raempropices a la
fixation des larves, appelées racines d’eau pazdBat Sjogren (1986).

Dans les gites en eau courante, cette zone boaetigeobservée mais elle y est fine,
moins chargée en débris végétaux et en racinegdéatation étant plus faible et de nature
différente. Le courant apparait comme une congaiimiportante au développement et a la
survie deCoquillettidia, les pontes et les larves pouvant étre emportdagdensité de plantes
hétes étant faible (Muirhead-Thomson, 1940). TaiseBatzer et Sjégren (1986) ont récolté
quelques larves d&q. perturbansux Etats-Unis dans un gite en eau faiblementaciey de
débit similaire a ceux relevés en V1, V3 et P1 (al@xatours de 10 m/min).

Notre étude montre que les stations coloniséesCoguillettidia sont celles ou le
degré d’humidité de l'air & proximité de l'eau dstplus fort. L’humidité est un facteur
important influencant le vol, l'agressivité des fdlas et le choix du site de ponte (Provost,
1973). Nos mesures ont été prises en journée,ipafoplein soleil, alors que I'activité des
femelles est forte aprés la tombée de la nuit yddsurs d’humidité relevées ne sont donc pas
comparables a celles auxquelles les femelleSatpuillettidia sont sensibles.

De méme, les températures de I'eau en surfacel&tideelevées au niveau de chaque
station sont soumises a de fortes variations auscdiune méme journée, et d’'un jour a
l'autre, ce qui nous a conduit a exprimer des ragptde température pour atténuer ce biais.
Les stations &oquillettidiasont caractérisées par de plus faibles amplittitersniques entre
l'air et I'eau, ce qui peut s’expliquer par la prAse d'un couvert arborescent dans ces
stations, recouvrant en partie la surface en ediméant les variations micro-climatiques.
Toutefois, certains gites @oquillettidia comme ceux de I'Estagnol (Hérault) et de Saint-

Chamas (Bouches du Rhbéne) dans le sud de la Framecerésentent pas de couvert



arborescent. Ce sont de vastes roselieres domnisitd pourrait favoriser le maintien d’une

certaine humidité de l'air.

Influence des paramétres chimiques des statiorla sotonisation paCoquillettidia

La quantité de matiéres en suspension, la condigctiet la salinité sont apparus
comme des paramétres importants, pouvant explidjabsence deCoquillettidia dans
certaines stations.

La forte conductivité de l'eau dans les sites V2Vét notamment, traduit une
minéralisation excessive et explique la salinitévée relevée. Guille (1976) et Pennetier
(2003) ont démontré la sensibilité des larvederichiardii a la salinité de leur milieu, les
qualifiant de sténohalines, et considérant que pme salinitd supérieure ou égale a 4,
I'éclosion des ceufs et le développement des stademtures étaient compromis. Il est
possible que la salinité relevée en V2 et V4 (auttil) explique I'absence de larves, mais
une salinité de 2,2 est relevée dans les giteaifasszdeCoquillettidia les plus productifs de
la région Montpelliéraine. Chez les espéeces de tiques Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762)et Culex (Cule®y pipiens (Linnaeus, 1758), les femelles pondent
préférentiellement dans des milieux peu concer@réshlorure de sodium, et y pondent des
nacelles plus grandes (Wallis, 1954 ; Hudson, 19B&nnetier (2003) n'a pas montré
d’influence de la salinité sur le choix du site giente des femelles d&q. richiardii en
conditions de laboratoire.

La majorité des stations présentaient de faiblesuies en oxygéne sous la surface de
l'eau, la plupart des milieux étant anoxiques. Nolesvons pas montré de lien entre la
présence de larves @oquillettidiaet la teneur en oxygene de I'eau, contrairemetihdtres
auteurs, qui mesuraient ce parametre au niveaa dezosphere (Batzer & Sjogren, 1986a).
Par exemple, Callahan et Morris (1987) ne relélemrésence d€q. perturbangjue dans
des milieux ou la concentration en oxygéne estigtiée a 1,5 mg/L. Nous avons choisi de ne
pas mesurer I'oxygéne en profondeur au niveautdbitat des larves car les mesures y sont
trés imprécises, difficiles a stabiliser et variaméc les moindres mouvements de I'électrode.
Nos résultats confirment néanmoins que dans lg®rssaa Coquillettidia, les teneurs en

% Les auteurs nadoptent pas le systéme d'échellégpie de la salinité et expriment les valeursalimigé en
grammes par litre d’eau. Seule I'unité changealewr relevée est la méme dans les deux systémes.



oxygéne sont probablement trés faibles et souvalésau niveau de la rhizosphére, ce
paramétre décroissant dans les eaux stagnanted lguarofondeur augmente.

Le pH des 20 stations est neutre, et il y a tréssdeevariations entre les sites ; le pH ne
semble pas influencer la colonisation paoquillettidia, méme si un pH proche de la
neutralité semble étre requis (Guille, 1976).

Parmi les facteurs susceptibles d’influencer leixliu site de ponte d'une femelle
moustique, et donc de déterminer la présence dedata présence de signaux chimiques
(phéromones, kairomones...) au niveau du site egicpi@érement importante (Kennedy,
1977). Une molécule que nous n'avons pas détectg mas échantillons d’eau a été identifiée
comme étant une phéromone d’agrégation associépanigs de plusieurs especes du genre
Culex(i.e. Culex tarsalisCoquillett, 1896 eCulex quinquefasciatuSay, 1823) et favorisant
la ponte : le (5R,6S)-6-Acetoxy-5-hexadecanolideg@dd, 1971 ; Hwanet al, 1987 ; Braks
et al, 2007).

De nombreux autres composés naturels sont déanitene étant des stimulants de
ponte, mais aucune étude n'a été réaliséeCsquillettidia Certains de ces composés sont
des dérivés phénoliqgues comme le p-cresol, le 3rhbthethyl phenol, le 2methyl-3methyl
phenol, stimulants pour certaines especes des g&uex Aedes et Toxorhynchites
(Ikeshoji, 1968 ; Bentlewt al, 1979). Un composé trés proche du p-cresol aé&ext dans
les gites ou nous avons échantillonné des lare¢® molécule pourrait donc étre utilisée par
les femellesCoquillettidia comme une kairomone, signal influencant leur clibixn site de
ponte. D'autres molécules présentes dans les ssatomme I'acide laurique et I'acide
palmitoléique sont décrits comme stimulants de @@uaiur les femelles de. aegyptiet sont
présents dans leurs pontes (Ganesaal, 2006). La présence de larves @equillettidia
semble corrélée a la concentration en acide lagrafuen acide heptadécanoique dans l'eau
des stations, ce qui suggére une sensibilité dépertlante des femelles a cet acide gras.
Nous pouvons émettre I'hypothése que la ponte eleslfesCoquillettidia serait favorisée au
niveau des gites ol des congénéres ont déja pbexide laurique jouant alors le réle d’'une
phéromone, comme chée. aegypti

Les acides nonanoique, caprique, oléique et ligo&i sont présents a des
concentrations comparables dans les stations awsmsCoquillettidia Ces acides gras sont
décrits comme inhibiteurs de ponte pour les fersejimvides de€Cx. quinquefasciatyscet
effet étant dose-dépendant (Hwaeg) al, 1984). Il est possible que les femelles de

Coquillettidia soient également sensibles a ces composés, mails skes tests



comportementaux en laboratoire nous informeraienteur effet aux teneurs détectées dans
les prélévements.

D’autres composés décrits comme attractifs (glfcércides Iévulinique, lactique et
caproique), stimulants de ponte (phénol, acide ip&lidique), ou inhibiteurs de ponte
(acides caproique et palmitélaidique & certainegamrations) pour des moustiques, sont
présents dans les stations échantillonnées.

Il est probable que certaines molécules parmi sajlee nous avons détectées soient
effectivement mises en jeu dans le choix du sitgpadete des femelle€oquillettidia La
composition chimique des eaux prélevées montrgtisteurs molécules ont potentiellement
cette fonction, et peuvent agir seules ou en symemu avoir des effets antagonistes

dépendants de la dose.

Quelque soit la complexité des signaux chimiquesysepar les femelles aux abords
d'un gite, ils sont a mettre en relation avec lesc@ssus biologiques en cours dans cet
écosystéme aquatique : matiére organique a dittstades de dégradation, métabolisme des
végétaux en croissance, métabolismes bactérieongfigue, présence de congénéres, de

prédateurs sont autant de sources possibles dgoesix.

Facteurs liés a I'absence @equillettidiadans les stations

Parmi les 8 stations échantillonnées dans la zéogrgphique du Tremblageules
les deux stations T3 et T6 n'ont pas révélé lagwés de larves déoquillettidia Ces deux
stations sont différentes des 6 autres au niveda demposition floristique, puisqu’elles ne
présentent pas de plantes aquatiques émergentitesiéomme support de fixation potentiel
pour les larves d€oquillettidia On note uniquement la présenceRlenexsp. (trés faible
recouvrement) en T3, mais il est peu probable aite @lante soit choisie par les larves,
comme l'avait montré Guille (1976), qui ne trouvaiicune larve en échantillonnant au
niveau de ces plantes. T6 est une station ou [annel d’eau est profonde et la végétation
aquatique est seulement représentée par les dsntilbau, dont les racines sont trop fines
pour servir de support de fixation (observationlaporatoire), et par quelques touffes de
joncs ancrées dans le substrat solide des bergege@ donc facilement expliquer I'absence

de larves d€oquillettidiadans ces deux stations par I'absence de plantes:-hé



Les 4 stations échantillonnées sur le site dese¥8wilu-Lac n’ont produit aucune larve
de Coquillettidia au cours des prospections de 2005, 2006 et 2Gittdnt, des captures
d’adultes avaient été réalisées sur ce site en gR&Q 2002), confortées par la récolte de
guelques larves aux abords des stations V2 et NA/JEet V3, la présence de courant semble
étre la principale cause de I'absenceGiejuillettidia, influencant la composition en plantes
aquatiqgues émergentes, représentées uniquemeiksp@arex sp. Les stations V2 et V4
présentent un fort recouvrement des hélophyigsha latifolia et Phragmites australis
comme la plupart des stations de I'étude ol dessaont été trouvées. Elles sont néanmoins
trées différentes au niveau de la qualité physidmizfue de l'eau, la salinité y est
remarquablement plus haute (d’un facteur 10) ques s autres stations étudiées, la quantité
de matiéres en suspension et la conductivité égaierfd fois supérieures). Ces stations
apparaissent eutrophisées, leur surface est reteustalgues qui se dégradent trés mal,
chargeant I'eau en matiéres en suspension. En aéies entrées de phosphore et d'azote
exogenes sont liées a cette eutrophisation, maiefeeurs en nitrites et nitrates relevées, dix
fois inférieures aux normes européennes conceteaint potable (50 mg/L), ne semblent pas
expliquer & elles seules la mauvaise qualité diemil

Parmi les 7 stations échantillonnées dans le rédeacanaux de la peupleraie de
Chautagne, 3 n'ont pas réevélé la présence de laaveasvoir P1, P4 et P5. P1 est caractérisée
par la présence de courant, condition défavorable &urvie des ceufs et larves de
Coquillettidia P4 et P5 sont deux stations situées sur le mémal cle drainage, qui a été
curé en 2005. Le curage a substitué de la teraesé&rdte de boue servant de gite aux larves
prélevées l'année précédente, et a réinitialisutaession végétale. Ces deux stations sont
donc caractérisées par une plus grande diversitiétitjue que la majorité des autres stations,
ol quelques espéces dominent. L'absenceCdguillettidia en P4 et P5 s’explique donc
facilement par I'absence de strate boueuse caist@iée de leur habitat.

L’absence de larves dans 9 stations, dans des zandss adultes ont été collectés,
semble donc principalement liée a 3 facteurs : darant, I'absence de plantes-hétes et
'absence de strate boueuse liquide, en génémBliBage récent des groupements végétaux

installés.



Indicateurs de présence/d’absenc€dquillettidiadans les zones humides

La figure 24 permet de visualiser I'influence déf$édents facteurs considérés sur la

distribution deCoquillettidiadans les 20 stations

D’'une maniere plus générale, une zone humide ree (53 colonisée par des larves de

Coquillettidiasi :

elle est en eau courante,
elle s'asséche / est désséchée périodiquement,

elle est entretenue régulierement, par exempkesillest retourné,

YV V V V

elle ne présente pas de plantes aquatiques émesgent

Dans le cas contraire d’'une pieéce d’eau permansnstéagnante, rarement ou jamais
entretenue, une analyse plus poussée des pararséivasts permet d'indiquer la présence

potentielle deCoquillettidia:

» Une végétation aquatique peu diversifiée, dominée des plantes émergentes a
racines aériferesTyphasp.,Phragmitessp.,Scirpussp.,Juncussp. par exemple,

> la présence de nombreux débris végétaux dans lediguant que plusieurs années
ont passé depuis I'établissement de la végétatigue la dégradation de la matiére
organique est mauvaise,

> la présence d’'une strate boueuse a l'interfaceedaticolonne d’eau et le substrat
solide dans lequel les végétaux sont ancrés, daenhkur en oygéne est nulle ou trés
faible ; c’est I'habitat potentiel des larves@equillettidia,

> une eau de pH neutre, oligo-haline (salinité $p4)) chargée en M.E.S.,

» une forte humidité relative de I'air a proximité teau semble étre un paramétre
important, en lien dans les stations de notreedtankc la présence d'un couvert
arborescent plus ou moins dense. Néanmoins il esusnpossible de déterminer un

seuil d’humidité aux abords du gite, favorable édnisation d€oquillettidia



> la présence de p-crésol et de faibles concentsatiznacide laurique et en acide

heptadécanoique dans les eaux de surface carantéfes eaux colonisées par

Coquillettidia
3
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Figure 24: Analyse en Composantes principales représelasustations et les variables
explicatives.

Les stations colonisées paoquillettidiasont erorange, les autres enert.
Les variables explicatives sont leardeaux.
62,34% de l'inertie totale est représentée paaxes F1 (40,83%) et F2 (21,51%).

Il existe une diversité de zones humides qui réemisles criteres énumeérés ci-dessus.
Pour autant elles ne sont pas forcément coloniggss Coquillettidia mais leurs
caractéristiques en font des gites potentiels pesimoustiques. Cette liste d’indicateurs n’est



pas exhaustive mais permet de dégager les sitasvailer en priorité dans le suivi et la

gestion des populations @®quillettidia
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B. Etude de la relation plante-insecte

B.1. Introduction

La relation existant entre les moustiques du g€wguillettidia et certaines plantes
aquatiques conditionne le développement des laveles nymphes, qui vivent fixées aux
racines, et par conséquent la survie des popua{iGuille, 1975). Une des étapes de cette
relation plante-insecte a lieu au stade adultdestdemelles sont responsables du choix d'un
site de ponte propice au développement des stadesre et nymphal, comme nous I'avons
évoqué dans le chapitre précédent. Il est donc grébable qu'elles soient capables de
détecter dans les gites, la présence de plant¢sedaracines pourraient servir de support aux
larves et aux nymphes. Aprés I'éclosion des cewufs, larves deCoquillettidia doivent
rapidement chercher a se fixer a des racines aweglaquatiques, pour respirer, s’alimenter,
et échapper aux prédateurs (Van den Assem, 1988rehce, 1960 ; Burton, 1964). De cette
adaptation a la fixation dépend leur survie etifficultés rencontrées dans le contréle de ces
populations de moustiques en découlent. C'est ¢daiful’originalité et I'intérét de cette
interaction plante-insecte.

Peu d’études en milieu aguatique concernent legioak plantes-insectes, notamment
du point de vue de I'écologie chimique, mais deseaiations originales ont été observées ou
plantes et insectes ont développé des adaptatitmsurvie dans un environnement contraint
par le manque d’oxygéne. Comme souvent dans legtttons plantes-insectes, I'association
est la conséquence d'une co-évolution des dewnmgas. Les hélophytes ont créé des tissus
spécialisés dans la circulation des gaz, les aByemes, pour garantir un apport en oxygéne a
leurs racines situées dans un milieu anoxique (dWm®t al, 2002).

En retour, des insectes aquatiques ont développéadaptations morphologiques,
physiologiques et comportementales pour utiliséteceessource et survivre dans un habitat
hostile. C'est le cas dBonacia simplex(Fabricius, 1775 ; Coleoptera : Chrysomelidae), un
coléoptére aquatique dont les adultes se nourtiskemlantes aquatiques et pondent sur la
partie inférieure des feuilles flottantes. Les stainmatures vivent dans le sédiment meuble en
profondeur, les larves se nourrissant des racindesrhizomes de ces plantes aquatiques. Les
larves et adultes sont capables de respirer enrpatfles tissus végétaux grace a deux épines
abdominales communiquant avec les trachées (Hoylit8v0).
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Dans ce type d'interaction, les étapes essentidlledéveloppement de l'insecte, son
alimentation et sa reproduction dépendent des mhgtes, et aucune étude n'a permis
d’'estimer I'impact et le colt de cette associafiour les plantes hétes. Des adaptations a la
perforation des tissus végétaux en lien avec [ginasn sont retrouvées chez d’autres insectes
aquatiques de positions systématiques variées. ldes deDesiantha ascita(Pascoe ;
Coleoptera : Cucurlionidae), les larves des digtéNmtiphila riparia (Meigen, 1830 ;
Ephydridae) eErioptera squalidaLoew, 1871 ; Limoniidae) possédent également ypaapl
respiratoire doté d'appendices en forme de pointede lame pour perforer les tissus des
végétaux aquatiques (Houlihan, 1969 ; May, 1976ate, 1995).

Les larves deCoquillettidia et deMansoniaposseédent un siphon respiratoire modifié,
dont la partie apicale sclérifiée est effilée etogbée (figure 25). C'est cette partie qui
pénétre dans les racines, grace a une piece mabiferme de scie qui découpe les tissus
végétaux, animée par les contorsions de la larvee §Brie de crochets articulés armant
I'extrémité du siphon, se relachent pour ancrdatee a son support, et se rétractent quand
elle se détache. Deux soies en forme de crochetaseociées au siphon et ont la fonction de
meécanorécepteurs, permettant a la larve de détesterones propices a la fixation sur les
racines. La description anatomique de ce systerspiratoire modifié a fait I'objet de
nombreuses études (Wesenberg-Lund, 1920 ; Galli®&4 ; Burton, 1964 ; Guille, 1975 ;
Bosack & Crans, 2002), mais aucune n'a examinfidémce des facteurs environnementaux
sur la fixation des larves. Cette adaptation espansable indirectement de I'inefficacité du
contréle des populations deoquillettidia Il est donc important de déterminer les facteurs
linfluencant, et de facon plus générale, d’'idgatifles mécanismes régissant cette relation

plante-insecte particuliére.

Dans ce chapitre, nous avons dans une premierecdmranalysé le comportement
des larves de€oquillettidia en fonction des parametres de son environnemenéyvaluant
'impact de facteurs abiotiques (lumiére, teneuogygene, ...). Nous avons ensuite analysé
les choix comportementaux des larves vis-a-visufipsrt biotique, en travaillant sur I'aspect
visuel puis I'aspect morphologique du support deatfon (diamétre, variété vegétale,...).
Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié laaelatiimique existant entre les larves et
les racines végétales. Nous avons appuyé nos obesersur des expérimentations
d'olfactométrie afin de sélectionner les messagehgmiques a pouvoir attractif sur

Coquillettidia
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— Hpie encrochet
MECHNOTE CepteuT

— Trachées respiratoires

b Partie apicale du siphon

- Crochets articulés :
i anmagze de Lo larve dane los Tacines
i

— Partie dentée en forme de scie
découpage des tissue

Figure 25: Siphon respiratoire modifié de la larve
Adapté de Guille, 1975.

B.2. Matériel et méthodes

B.2.1. Matériel animal

Les larves deCoquillettidia utilisées pour les tests de laboratoire proviehrdm
prélévements effectués sur le terrain (descriptiota méthode d’échantillonnage en A.3.5.).
Les difficultés liées a la localisation des gites/aires aCoquillettidia et a la collecte d’'un
grand nombre de larves de taille standard de laar&spéce nous ont conduit a utiliser pour
les tests des lots de larves mélant des individustddes 3 et 4 et des deux espéCes (
buxtoniet Cq. richiardii). Des tests préliminaires ont montré que I'ensenda ces individus
exprimaient des comportements d'orientation etixkibn similaires (Anova ; p > 0,05).

Entre les tests comportementaux, les individus ététstockés dans des aquariums
remplis d’eau du robinet, comportant des plantdlea@es sur le terrain pour leur servir de
support de fixation. L'eau est maintenue a 12°Qufainosité ambiante est nulle et aucune
nourriture n’est ajoutée au milieu, les larves gerrissant des colonies de micro-organismes
colonisant les racines des plantes (Guille, 19T3ns ces conditions, les populations
larvaires peuvent étre conservées pendant 1 a 2 msans montrer de trouble du
comportement. Les mémes larves n'ont jamais éliéads plus d’une fois par jour pour les

tests comportementaux.
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B.2.2. Matériel végétal

Les plantes ont été cultivées en milieu hydropomige Hoagland et en conditions
contrdlées : photopériode de 16 heures d'éclairemie® heures d’obscurité ; température 25
+2°C ;80 + 5 % d’humidité relative ; intensitérineuse 1065 umol.frsec’.

B.2.2.1. La massette : Typha latifolia (Linnaeuk753)

La massette est une plante aquatique (hélophytepootylédone faisant partie du
sous-embranchement des Angiospermes (famille demhabgae), et un support végétal
naturel des larves et nymphes du geRoguillettidia Les plantes utilisées ont été obtenues
par bouturage de plantes prélevées sur le tetraiprocédure consiste a isoler des fragments
de rhizomes possédant des racines vivantes et @lidgger en solution hydroponique. Les
plantules utilisées pour les expériences (stadef@dBles) ont été obtenues en quelques

semaines.

B.2.2.2. La glycérie flottante : Glyceria fluitan@.innaeus, 1810)

La glycérie flottante est une monocotylédone diaaille des Poaceae, colonisant les
prairies humides, mares temporaires et ruisseatilole débit. Les plantes ont été collectées

dans la prairie humide bordant I'un des git€oguillettidiadu site du Tremblay.

B.2.2.3. Le plantain d’eau lancéolé : Alisma langl@atum (Withering, 1796)

Le plantain d’eau est une plante aquatique, dupgrales monocotylédones et de la
famille des Alismataceae. Les plantes ont été cidlés directement dans leur habitat, au
niveau de mares voisines des gites larvai@squillettidiadu site du Tremblay. Elles ont été

transportées au laboratoire et cultivées dansleditions précédemment décrites.

B.2.2.4. Le mais : Zea mays (Linnaeus, 1753)

Les plantules de mais (monocotylédones, familleRtexeae) ont été utilisées comme

modeles de laboratoire car elles présentent I'aggmtd’étre faciles a cultiver et de se

développer rapidement, ce qui a permis I'obtentapide de plantules de taille standard. Des
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études préliminaires avaient par ailleurs démooie les larves d€oquillettidia s’y fixaient

en grand nombre (Sérandatral.,2006). Les semences de mais ont été mises a gpuiser
cultivées en conditions standards. Les plantuldségs étaient agées d’'une quinzaine de
jours (stade 2-3 feuilles).

B.2.2.5. Le tournesol : Heliantus annuus (Linnaeu$753)
Le tournesol est une plante du groupe des diabiylés et de la famille des
Asteraceae. C’est une plante cultivée tolérantdeque d’'eau. Les plantules utilisées (stade

2-3 feuilles) ont été obtenues en une dizaine desja partir de semences mises a germer

dans les conditions standards décrites.

B.2.3. Molécules de synthése

Les molécules suivantes ont été étudiées pour enetir évidence leur éventuelle

implication dans la relation chimique entre lesnpds et les larves de moustiques.

B.2.3.1. Le glycérol

Le glycérol (propan-1,2,3-triol figure 26) se présente sot HO/\/\OH

forme d'un liquide transparent, visqueux, incolost inodore OH
(RECTAPUR TM, pureté : 98%). C'est une moléculeubd dans
I'eau et I'éthanol, d'un poids moléculaire de 92 §%nol*. Dansle Figure 26:

vivant on le retrouve principalement comme préaursdes lipides Formule chimique

. . développée du glycérol
membranaires et du fructose chez les végétaux €Getlal.,1988). PP iad
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B.2.3.2. Les bases azotées

L'uracile (2,4-dioxopyrimidine ; 112,09 o] 0 NH,
1 . P .
g.mol), la thymine (5-méthyluracile 126,12 | NH | NH | N
g.molY) et la cytosine (2-oxo-4-aminopyrimidine ; N/go ,g /g
N N o
111,10 g. mol) sont trois bases pyrimidiques A'H B) H C)H
(figure 27). L'uracile est spécifique de I'ARN, | Figure 27:

Formules chimiques développées de l'uracile
(A), de la thymine (B) et de la cytosine (C).
les deux types d'acides nucléiques. C..

thymine de I'ADN, la cytosine est retrouvée da

substances se présentent toutes trois sous la fdltme poudre blanche soluble dans I'eau
(Sigma-Aldrich, >99% pureté).

B.2.3.3. Les nucléosides

o o]

L'uridine (244,2 g.mof) est le nucléoside qui résulte -

| 4 |
de l'attachement de l'uracile sur un cycle ribdgrie 28). +o N’&o HO N’&o

o} o]
La thymidine, ou désoxythymidine, (242,2 g.fokest le ‘%—? b
A) OHOH B) OH
nucléoside qui résulte de l'attachement de la thgnsur un
cycle désoxyribose. Ces deux molécules se prégesuas la Figure 28:

forme d’une poudre blanche soluble dans I'eau (&ignfrormules chimiques de l'uridine

(A) et de la thymidine (B)
Aldrich, >99% pureté).

B.2.3.4. Autres molécules

D’autres molécules ont également été utiliséeesis comportementaux sur les larves
de Coquillettidia, parce gu’elles sont présentes et/ou décrites tem®xsudats du mais
(Kumar et al., 2006). Les acides aminés (glycine, thréonine,ipeplsérine), les acides
organiques (acides citrique, malique, succiniqeerufique, coumarique, cinnamique), les
monosaccharides (glucose, ribose, désoxyribose)aaithe gras (monopalmitine), et des
métabolites secondaires (la DIMBOA (purificationlose Ravetonet al, 1997) et les
flavonoides rutine et quercétine) ont été testéss dJorme de solution pure (> 98 %)

provenant de la société Sigma-Aldrich.
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B.2.4. Protocole d’extraction des composés ra@sailes plantes

Afin d’identifier les composés racinaires suscdpside jouer un réle dans la relation
entre les plantes et les larves, leur extractiéréaéalisée en plusieurs étapes (figure 29) :

1- Des plantes de mais et de massettes, reconnuesecattmactives pour les larves de
Coquillettidia (Sérandouret al., 2006), ont été disséquées afin de réunir une déanti

importante de racines fraiches (masse = 200g).

2- Ces racines ont été broyées dans un solvant acé@®@9%, HPLC grade, Fischer
Chemicals)/eau (80/20, v/v) et le broyat a étééfitur papier filtre. Les résidus solides ont
été re-suspendus dans un solvant acétone/eau (8®20agités puis filtrés. Le broyat
restant a été sécheé a I'étuve (30 min a 30°Careise pour séparer les fibres racinaires et

les composés ayant précipité dans I'acétone (fnatl).

3- Cette solution hydro-acétonique a ensuite été rgélam un solvant lipophile, I'éther de
pétrole (40°- 60°, Analytical Reagent grade, FisaBhemicals), de facon a extraire les

composeés trés lipophiles (figure 30).

4- La solution hydro-acétonique recueillie a ététggee contre un solvant de polarité
intermédiaire : 'acétate d’éthyle (99,99%, HPL@dg, Fischer Chemicals).

5- La derniére étape de cette extraction consispartager la solution hydro-acétonique
contre un solvant de lipophilie plus faible :ridutanol (99,99%, HPLC grade, Fischer

Chemicals).

6- Les quatre solutions obtenues ont ensuitevetpotées au rotavapor (Heidolph 94200), et
reprises dans un faible volume d'éthanol (20 a 49 (89,99%, HPLC grade, Fischer

Chemicals).

Les composés racinaires ont ainsi été séparéslselopolarité en 5 fractiong{ aFb5).
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Racines fraiches de plantes (200g

Broyage, solvant acétone/eau (80/20, v/v), V = B00

Rincage acétone/eau (80/20, v/v), V
Filtration

Solution hydro-acétonique (1 L)

Partition éther de pétrole

(3 x 50 mL)

= 500 mL N
A! " e A
Lot - 74
B /;
Fraction solide
(F1) (4,6 g MS)
Figure 3C:

Partition des extraits racinaires
dans un solvant lipophile (A) et

Solution éther de
pétrole E5)

Solution
hydro-acétonique

un solvant polaire (B).

AN

N

Partition acétate d'ét
(3 x50 mL)

Solution acétate
d’éthyle F4)

Solution
hydro-acétonique

Partitionn-butanol
(3 x50 mL)

Solution hydro- Solutionn-butanol

acétoniquek?2) (F3)

hyle ™.

\_\» ™\
\,
\.
~.
~.
~N .
'~a | Concentration
au rotavapor et
_____________ > solubilisation
dans I'éthanol
_______________ ’

Figure 29: Etapes de la séparation des composés racinarggmgition

et diffusion dans des solv

ants de polarité croigsan
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B.2.5. Protocole de récolte des exsudats racedee plantes

Les exsudats racinaires des plantes de mais easgettes ont été recueillis afin d’en
analyser la composition et de déterminer s’ilsediamis en jeu dans la relation plante-larves.
Pour cela, 5 plantes de massettes ou 20 plantalesais ont été disposées dans un récipient
contenant 400 mL d’eau du robinet stérilisée (lanble du dispositif étant fermé pour éviter
les contaminations extérieures). Les parois dutadlisoir ont été recouvertes de papier
aluminium, ne laissant que les parties aériennepldmtes exposées a la lumiére, de fagcon a
éviter le développement d’algues. Chaque 24h,xeadats ont été collectés et filtrés sur un
filtre de cellulose (Whatman, No 1), congelés guyaphiliés. Les lyophilisats ont été repris
dans une solution eau/éthanol (99,99%, HPLC grRaeher Chemicals) (30/10, v/v) puis
conservés a -20°C.

B.2.6. Traitement des échantillons de terrain

Des échantillons de terrain ont été prélevés audit Tremblay (Savoie, figure 13)
dans un fossé colonisé par des larveCdquillettidia Des fractions de sédiments ont été
collectées au niveau des racines et donc de ldtabds larves. Ces boues meubles ont été
centrifugées (1000 rpm, 15 min) afin de culotter deatiéres organiques et les débris solides.
Les surnageants limpides ont été récupérés (V =mlp congelés et lyophilisés. Les
lyophilisats ont été re-suspendus dans 20 mL dwaniét (35/5, v/v) puis conservés a -20°C.

B.2.7. Analyse de la composition chimigue desastgipar CPG-MS

Les exsudats de plantes, les échantillons d’ede bbue filtrée prélevés dans les gites
larvaires et les fractions issues du broyage daeacont été silylés et analysés par la
technique de CPG-MS décrite précédemment (A.3.4l53nhalyse en mode « SCAN » a

permis d'identifier les composés majoritaires dacgre échantillon. Une analyse en mode
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« SIM » (« Selected lon Monitoring ») a égalemet#t éalisée pour doser des composés
présents en trés faibles quantités dans les ex{icEis des bases azotées et nucléosides). Les
masses et les temps de rétention ont été séleétagmice aux standards chimiques silylés :
uracile fn/z= 256, 241 tr= 7,60), thyminer/z= 270, 255 tr= 7,81), cytosiner(i/z= 254,

240 ;tg= 8,19), uridineh/z= 217, 259 tr= 14,36), thymidinerf/z= 261, 277 {r= 13,72).
L'étape de silylation nous permet de doser les am@p de petite taille et peu volatiles
comme décrit par Milleet al. (1976) and Yoon (2007).

Les concentrations en produits dans nos échartibbom été évaluées grace a des gammes
étalons de standards chimiques réalisées en digplit®s équations établies sont les
suivantes (régressions linéaires) :

- Glycérol : [glycérol] = (surface de pic - 400000)1831; (Rz2=1);

- Uracile : [uracile] = (surface de pic - 20572,42%5,17 ; (R?2 = 0,9996) ;

- Thymine : [thymine] = (surface de pic + 426256,08%56,08 ; (R2 = 0,994) ;

- Uridine : [uridine] = (surface de pic + 49828,3@43,43 ; (R2 = 0,995) ;

- Thymidine : [thymidine] = (surface de pic — 881,1&)93 ; (R2 = 0,998).

B.2.8. Protocole de suivi du comportement de iixaties larves a un support

Le protocole que nous avons mis au point est least: un lot de 20 larves de
Coquillettidia est disposé au tempsg @u centre d’un dispositif de test en plastiquefatdme
rectangulaire, contenant 1500 mL d’eau du robirtendpérature ambiante et des plantules de
mais pour la fixation (figure 31). Le nombre devéw fixées aux racines est compté
régulierement, en général toutes les 5 minutes @en®0 minutes. L'influence des
paramétres environnementaux sur le comportemerffixdgon des larves a été évaluée en

faisant varier les parameétres suivants (tableau 8)

Tableau 8: Variables testées dans I'étude du comportemefiketion

Variable testée Valeur de la variable Nombre d’essais
L . Obscurité totale 16
Intensité lumineuse
120 Lux 16
Couleur du fond Noir 10
Blanc 10
Teneur en oxygéne dissous 0% 30
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100 % 30

<1mm 14
>1mm 14

Diametre des racines

- L'intensité lumineuse a été mesurée avec unaleadlenregistrement LI-COR de la marque
Glen Spectra. Dans ce cas, les comptages ontdigest les 30 minutes pendant 2h, puis
toutes les heures jusqu’a 8h, et enfin a 12h et 24h

- la couleur du fond du dispositif (intensité lumirse trés faible : 20 Lux) ;

- la concentration en oxygéne dissous de I'eauyndesavec une électrode a oxygene ConOx-
3 de la marque WTW). Une eau a teneur nulle enénga@ été obtenue par bullage a 'azote,
une eau saturée en oxygéne par bullage a I'oxy@eémmsité lumineuse : 20 Lux);

- la fixation préférentielle des larves a des raside gros diamétre ou de petit diamétre a
également été testée (intensité lumineuse : 20. Lux)

Supports de fixation
(plantules de mais)

Lot de 20 Eau du
larves & robinet
22 L
cm
‘\ d »
34 cm

Figure 31 : Dispositif de suivi du comportement de fixatides larvegSérandouet al, 2006)

B.2.9. Protocole de suivi du comportement d’oaéioh des larves

L’étude du comportement d’orientation des larves@bquillettidia a été réalisée

suivant deux protocoles différents, que nous awaissau point lors d’essais préliminaires.

B.2.9.1. Tests de choix en groupe, sur une longuese
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Une premiére étape a consisté a tester l'attréetde plantes, d’extraits de plantes ou
de molécules de synthése par rapport a un témoim, g¢es lots de 20 larves. Ces essais ont
été réalisés dans des dispositifs rectangulairesifBx 22 cm) dont une extrémité est séparée
en 4 voies paralleles de taille égale. Aux extrémie ces voies ont été disposés les items a
tester (plantes, arrivée de solutions : extraitpldates ou molécules de synthése), et les items
témoin (leurre inerte ou arrivée d'eau). Dans le da tests de solutions, celles-ci ont été
acheminées a débit controlé (3,2 mL/minute) dansdilpositif grace a une pompe

péristaltique (Ismatec-Ecoline ; figure 32).

il

Solution testﬂ

o
Ba T
| &\ Solution témoin
-

Pompe péristaltique

Larves

Figure 32: Dispositif de suivi du comportement d’orientatides larves par
rapport aux items présentés, sur une longue durée

Le protocole mis au point consiste, au tempsdaldéposer les 20 individus testés a
I'opposé des items proposés puis a procéder autegeplu nombre de larves présentes dans
chaque voie, toutes les 5 minutes pendant une dota#le de 60 minutes. Dans le cas de tests
de solutions, § correspond au moment ou ces solutions rentragmg Haréne de test. Durant
I'essai, le dispositif a été maintenu a I'obscupt& un couvercle, celui-ci étant délicatement
retiré a I'occasion des comptages. Au minimum, dlicats espacés d’'une étape de ringage
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du dispositif (éthanol puis eau) ont été réaliséis ghaque essai, en permutant & chaque fois

la position des items dans les voies de 'aréne.
B.2.9.2. Tests de premiers choix

Un deuxiéme protocole a été établi pour suivredmportement d'orientation des
larves, individu par individu, en continu et surblase de leur premier choix. Ces essais ont
été réalisés dans des dispositifs construits aprdéhire, qui sont des adaptations du modéle
utilisé par Saglio et Blanc (1983) pour I'étude gmriementale de la carpe.

Chaque dispositif est constitué d’'une aréne cimlan plexiglas de 10 cm de
diamétre, munie de 4 bras équidistants, de 10 clorgdeet de 2,5 cm de diametre (figure 33).
L'aréne posséde un fond fixé et un couvercle ameplermettant d'ajuster la hauteur d’eau
dans l'arene a 2,5 cm. Ce couvercle possede upeoah son centre permettant l'insertion de
la larve de moustique et la sortie d’eau. A I'extit€ de chaque bras débouche un tuyau relié
a une pompe péristaltique, par lequel est achentdng@ution test ou témoin, a débit contrélé
(3,2 mL/minute).

Afin d'éviter les biais comportementaux liés a lamiére blanche, et comme
'observation en continu est impossible en obséutittale, les tests ont été réalisés sous
lumiére rouge (650 nm), a laquelle la majorité @agteres sont insensibles (Wu & Lin,
1990).

= Solu{;\on —

Tegt Té)moin

Figure 33: Dispositif de suivi du premier choix des larves

a) Aréne circulaire a 4 bras ; b) orifice centhalcouvercle (insertion larve) ;
c) Pompe péristaltique
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Le protocole retenu consiste a déclencher la popdpistaltique pour acheminer les
solutions test et témoin de fagcon synchrone auanivdes bras de l'aréne, préalablement
remplie d’eau du robinet. L'essai débute a I'entiiés solutions dans I'aréne, une larve est
alors déposée en son centre au tempd.& choix réalisé par la larve entre la voie de la
solution test ou celle de la solution témoin egénba durée maximale de chaque essai a été
fixée & 3 minutes aprés réalisation de tests piddiites, plus de 90% des individus exprimant
un choix dans ce pas de temps.

Les essais ont été réalisés sur 60 individus aans(de 60 a 90).

Le dispositif a été abondamment rincé a I'éthanid @ I'eau a l'issue de chaque test,
et les voies d’arrivée des solutions ont été pegesif chaque essai.

B.2.10. Analyses statistiques

Les résultats des tests de suivi du comportemenfixdéion des larves ont été
exprimés comme le hombre moyen de larves fixéasreur standard) a chaque intervalle de
temps. Les cinétiques de fixation obtenues, coomdant au nombre moyen de larves fixées
dans chaque condition (test / témoin) en fonctioesnps ont été comparées, par une analyse
de variance (Anova). L'éventuelle interaction dmps avec la variable environnementale
testée a été évaluée, au moyen d’'une Anova a neegpétées, avec le logiciel SPSS 11.0.

Les résultats des tests de suivi du comportemegrieditation de larves dans des
dispositifs a 4 couloirs (figure 32) ont été exgBncomme le nombre moyen de larves
attirtes dans chaque direction (+ erreur standaadphaque intervalle de temps. Les
fréquentations moyennes observées dans les coptmirsles différents items proposés (eau /
solutions tests / leurre / plantes) ont été congmangar une Anova (logiciel Statview
4.57.0.0.).

Lors des tests de premier choix, réalisés aveseuhindividu en olfactométre (figure
33), la nature de la premiére voie choisie paatad au cours des 3 minutes imparties a été
notée. La fréquentation des différentes voies &/test et témoin) a été comparée avec un test
de conformité dy? a la fréquentation attendue par hasard des {2&% pour chacun des
bras de I'aréne, soit 50% pour chacune des sohitiestées). Le logiciel utilisé pour les tests

duy? de conformité est Statview 4.57.0.0.
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B.3. Résultats

B.3.1. Facteurs influencant la fixation des larg8sandour et al., 2006)

B.3.1.1. Influence de l'intensité lumineuse

La comparaison des cinétiques de fixation des saauex racines de plantules de mais,
en conditions de lumiere et d'obscurité, indique djabscurité a un effet significatif sur le
comportement de fixation (ANOVA univariée pour mesurépétées ;1= 16.81, p<0.001).
En effet, prés de 80% des larves testées se sadsfidans les 2 premiéres heures a
I'obscurité, contre 40% sous intensité lumineusgu(é 34). La proportion de larves fixées
est toujours plus importante a I'obscurité qu’dulaiére au bout de 24h (86% contre 69%).
Le comportement de fixation des larves varie sigaifvement sous I'effet conjoint du temps
et de lintensité lumineuse (ANOVA multivariée pouresures répétées iok1 = 4.99,
p<0.001).
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—a—Mambre moyen de larves fixées en conditions lumineuses

Figure 34 : Influence de lintensité lumineuse sur la cigaé de fixation des larves
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B.3.1.2. Influence de la couleur du substrat

Le comportement de fixation des larves aux raciess,significativement influencé
par la couleur du substrat (ANOVA univariée poursaores répétées ; = 64.86, p<0.001).
Le nombre de larves fixées dans des conditiongdand du dispositif est noir est supérieur
au nombre de larves fixées lorsque le fond estchlanceci pour chaque intervalle de temps
testé (figure 35). Cette tendance s’'accentue avemnips, révélant une influence conjointe du
temps et de la couleur du fond du dispositif expérital sur le comportement de fixation des
larves (ANOVA multivariée pour mesures répétées;sE 6.37, p<0.01). Au bout de 60
minutes, elles sont prés de 5 fois plus nombreasgétre fixées aux racines sur fond noir

(65% des larves fixées) que sur fond blanc (13,8%ol@rves fixées).
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Figure 35: Influence de la couleur du fond (substrat) aurihétique de fixation des larves

B.3.1.3. Influence de la teneur en oxygéne de liea

La teneur en oxygéne de l'eau influence significahent le comportement de

fixation, les larves se fixant plus rapidement etpéus grand nombre aux racines en milieu
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anoxique (ANOVA univariée pour mesures répétees,s ¥ 48.59, p<0.001). Les 2/3 des
larves sont fixées dés les 5 premiéres minute®gpdrience en milieu anoxique, contre 37%
en milieu saturé en oxygéne (figure 36). Au boubdeaminutes, 94% des larves sont fixées en
conditions anoxiques, contre 77% dans le milieugéxé.

MNombre moyen de larves fixées
=

0 T T T T T T T T T : T )
0 5 0 15 20 25 30 33 40 45 B0 55 GO

Temps (min)
—e— Mombre moyen de larves fixées dans 'eau anoxigque
—m Mombre moyen de larves fixées dans 'eau saturée en oxygéne

Figure 36: Influence de la teneur en oxygéne de I'eauaairiétique de fixation des larves

B.3.1.4. Influence du diamétre des racines

Les larves se fixent préférentiellement aux rexinke faible diamétre (ANOVA

univariée pour mesures répétées iE 48.59, p<0.001 ; figure 37).
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Figure 37: Influence du diameétre des racines sur la fixatles larves



Des les 5 premiéres minutes et jusqu’a la fin depérience, les larves sont 6 a 8 fois
plus nombreuses a se fixer a des racines finesairt varie peu et au bout de 60 minutes,
51% des larves se sont fixées aux racines de faiataétre, contre 8% seulement aux racines

de gros diamétre.

B.3.1.5. Discussion

Le comportement de fixation des larves@equillettidia aux racines des plantes est
influencé par des variations des conditions envieomentales. Les résultats des tests
indiquent que l'intensité lumineuse est un factdimmitant la fixation des larves, un
environnement obscur et un fond noir apparaissanintie des conditions optimales. En
général, les larves de moustiques sont attiréedaplmmiéere, des piéges ont d'ailleurs été
congus sur ce principe (Clements, 1999). Les ladessgenrededeset Culex qui respirent
en surface, réagissent fortement & des variaticingesité lumineuse en plongeant en
profondeur, ce qui leur permet d’échapper a dedapeéirs (Mellanby, 1958). Les larves de
Coquillettidia sont au contraire lucifuges, ce qui s’explique Paiginalité de leur habitat,
qui est complétement obscur du fait d’'une eau beri¢nés chargée en particules argileuses et
en débris végétaux. Leur systéeme visuel est diadleudimentaire, constitué par deux yeux
latéraux de petite taille composés d’ocelles capgémvariations lumineuses (Guille, 1975).

Les larves deCoquillettidia vivent en permanence dans un habitat contraintigar
manque d’oxygene, leur survie dépend donc de kpacité a détecter rapidement des racines
aériféres ol ce gaz est disponible. En effet,dasgeb se sont révélées trés sensibles a la teneur
en oxygene de l'eau au cours des expériences. Blesété moins rapides et moins
nombreuses a se fixer aux racines en milieu oxygé&eé qui laisse penser qu’une
concentration faible ou nulle en oxygéne initiecamportement de recherche d’'une plante
héte. Les insectes ayant développé des adaptddonpermettant de respirer 'oxygéne des
tissus végétaux en milieu anoxique sont rares. ddrdtes deDonacia simplex(fabricius,
1775 ; Coleoptera : Chrysomelidae), les larvesDésiantha ascita(Pascoe ; Coleoptera :
Cucurlionidae) et les larves des dipteMatiphila riparia (Meigen, 1830 ; Ephydridae) et
Erioptera squalida(Loew, 1871 ; Limoniidae) possedent également yaegl respiratoire
doté d’'appendices en forme d’épine ou de lame pmrforer les tissus des végétaux
aquatiques (Houlihan, 1969, 1970 ; May, 1970 ;t€02995). Les larves deoquillettidia
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ont également la capacité de respirer 'oxygensweface, comme la majorité des larves de
moustiques, mais ce comportement n’est pas natutet rend vulnérables, leur nage ralentie
ne leur permettant pas d'échapper aux prédateurs.

La fixation des larves ne se fait pas au hasardesuracines des plantes, comme
l'indiquent nos résultats. Le choix marqué pour desnes de faible diamétre s’explique par
le colt moins important en énergie que la perforatie tissus jeunes et fins occasionne, par
rapport a des tissus de racines plus agées efidgmi Les parties fines correspondent
également aux zones piliferes fonctionnelles desinea, zones ou l'on trouve des
aérenchymes développés chez la mas3eténgustifolia(Guille, 1976). La description faite
par Batzer et Sjogren (1986) des racines d'eawigee a la fixation des larves d&y.
perturbans correspond également a des racines fines en locheéerse. Nous avons toutefois
observé que les larves n’'étaient pas capables firesesur des radicelles de lentilles d’eau

(Lemna minoiLinnaeus, 1753), de diamétre trés fin (< 500 uM).

Le comportement original de fixation a un suppaétal exprimé par les larves de
Coquillettidiaparait déterminé en premier lieu par la néced3tgtenir de I'oxygéne dans un
milieu en anoxie. Cette adaptation a une valewgulieie car des larves ne pouvant se fixer en
conditions naturelles seraient contraintes de reéenoen surface pour respirer et seraient
susceptibles de mourir rapidement. La nécessitdétkcter les racines de végétaux dans leur
environnement pour s'y fixer est d’autant plus impote que la nage est trés colteuse en
énergie pour ces larves au métabolisme ralentpll® c’est dans la rhizosphére ou elles sont
fixées, gu’elles trouvent les microorganismes gunposent leur régime alimentaire (Guille,
1976). Enfin, la fixation permet aux larves d’'évitéventuels prédateurs par mimétisme,
leur position immobile permettant la confusion aves radicelles des plantes (Van den
Assem, 1958). Nous pouvons donc émettre I'hypotlgeeles larves d€oquillettidia ne
détectent pas les racines des végétaux en nagedrdsard, mais en utilisant des signaux
émis par les plantes. La prochaine étape de ceitie @ pour but de vérifier cette hypothése

et de déterminer la nature de ces sighaux.
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B.3.2. Nature du signal impliqué dans l'orientatites larves vers les racines

La démarche suivie a consisté a tester la répoasdatives a des stimuli variés, de
facon & déterminer la nature du signal leur peanetie repérer les supports de fixation dans

leur habitat.

B.3.2.1. Hypothése n°1 : les larves répondent a gégmuli visuels

Le nombre de larves qui orientent leur nage eaction de la plantule de mais est

significativement plus grand que le nombre de larg®orientant vers un leurre inerte
(ANOVA: F1 3= 15,59 ; p< 0,0001 ; figure 38).

Nambre moyen de larves
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—s—[Nombre moyen de larves attirées par la plantule de mais
—a—MNombre moyen de larves attirées par un leurre inerte

Figure 38: Choix des larves entre une plantule de mais étwrre inerte

Le leurre inerte mime une plantule et est constii@lastique.

Les larves d€oquillettidiadifférencient une plantule de mais et un leurnmant une
plantule, I'orientation n’est donc pas liée a degzares visuels.
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B.3.2.2. Hypothése n°2 : les larves répondent a gigmuli chimiques

Les larves d€oquillettidiane montrent pas de différence significative daus thoix,
entre une plantule de mais et I'association d'unrée & une source de dioxyde de carbone
(figure 39a; ANOVA: k3 = 0,45; p = 0,51). La source de dioxyde de carbese
significativement plus attractive que le leurre tdm(ANOVA : F; »3= 8,03 ; p<0,0001).
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Figure 39: Choix des larves entre différentes sourcesidmbtchimiques

Les larves sont significativement plus nombreuse® @iriger vers une plantule de
mais vivante que vers une plantule de mais moiteiré 39b ; ANOVA: k3= 1,88 ;
p=0,012). Il n'y a pas de différence significatigattraction entre un leurre et une plante
morte (congelée puis décongelée) (ANOVA:4= 0,57 ; p=0,95).

Les larves deCoquillettidia sont sensibles a des signaux chimiques émis gar le
plantules de mais vivantes, puisqu’on observe enie ge I'attraction avec une plante morte.
Le dioxyde de carbone est attractif ; il est paedietment impliqué dans la reconnaissance des

plantes par les larves.

B.3.2.3. Hypothése n°3 : les stimuli chimiques sgpécifiques d’'un genre végétal

Nous avons testé la réponse des larves a deggpldifférentes, sur le plan de I'habitat

(milieux humides / sols cultivés), de la staturea¢nophyte / herbacée) et de la position
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systématique (monocotylédones / dicotylédones)y d& connaitre la diversité d’espéces
végétales possédant une attraction.

Les 5 plantes testées sont attractives par rappaémoin (eau). La glycérie flottante,
qui a été la moins choisie des plantes, présergeattraction significativement plus élevée
que le témoin (ANOVA: 11 = 2,51 ; p<0,0001). Les plantules de mais sontples
attractives des plantes testées, devant les pésntlé massette (figure 40 ; p< 0,0001).
L’attraction relative des plantes est différenteisrelles sont toutes reconnues par les larves
de Coquillettidia Le signal chimique impliqué dans la reconnaissaties plantes par les

larves pour la fixation semble commun a une graaaliggté d’espéces végétales.

Nombre moyen de larves

Temps (min)
—s— Tynha latifolla —a— 788 mays —i— Shycaria flultans
—8— Allsma fanceolatum —8— Heglianius annuus o Témoin

Figure 40: Attractivité de différentes espéces végétales pas larves d€oquillettidia

B.3.2.4. Hypothése 4 : Les tissus racinaires centient des substances chimiques attractives

Les larves deCoquillettidia sont attirées de facon significative par legdetions de
broyats de racines déea_nays(F1M a F5M) et ddypha latifolia (F1T a F5T ; tableau 9).
Concernant les extraits de racines de mais, léidrata plus polaire F1 est la plus attractive
pour les larves, suivie de la fraction F5, la plpephile et de F3, de lipophilie intermédiaire.
La fraction F5T de broyat de racines de massetta @dus attractive, suivie de F1T et F3T.

Des composés chimiques responsables de l'attradésnlarves semblent présents

dans toutes les fractions de broyats de racineis, phss particulierement dans 3 fractions, F1,
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F3 et F5. 1l semble que des composés polairepaiHiles présents dans les racines des

Tableau 9: Attractivité d’extraits de racines de mais enulessette pour des larves@equillettidia

Extraits de Volume fraction / ] Analyse statistique (Anova)
racines volume eau Altraction Statistique F  Significativité p
F1M 0,1/1000 Oui 58,006 < 0,0001

0,1/1000 Oui 14,350 0,0002
FeM 1/1000 Non 2,108 >0,05
F3M 1/1000 Oui 43,144 < 0,0001
F4AM 0,1/1000 Oui 7,836 0,0055

0,1/1000 Oui 51,501 <0,0001
FoM 1/1000 Oui 5,957 0,0156

0,1/1000 Oui 8,867 0,0032
F1T 0,5/1000 Oui 25,274 < 0,0001

1/1000 Oui 36,674 < 0,0001

F2T 0,1/1000 Oui 6,622 0,0106

0,1/1000 Non 1,023 >0,05
ad 1/1000 Oui 28,130 < 0,0001
FAT Non testée

0,1/1000 Oui 24,567 <0,0001
FoT 1/1000 Oui 58,491 < 0,0001

B.3.2.5. Hypothése n°5 : les exsudats racinairestsattractifs

Les exsudats de mais sont significativement pliaciifs que I'eau du robinet
(ANOVA: F1,3= 6,11 ; p<0,0001 ; figure 41). Les larves sontiémant plus nombreuses a
se diriger vers les exsudats de massette que "eaxs du robinet (ANOVA: E23= 12,81 ;
p<0,0001). Il n'y a pas de différence significatid@attractivité entre les exsudats des deux
espéces végétales (ANOVA; /= 1,15 ; p = 0,30).

Le signal chimique responsable de I'attraction ldeges est présent dans les exsudats
des plantes de mais et de massette.
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Figure 41 : Attractivité d’exsudats de plantes pour les égrdeCoquillettidia

B.3.2.6. Hypothése n°6 : les échantillons de témraont attractifs

Les larves d€oquillettidia sont sensibles & des extraits d’eau prélevés dismgites
larvaires. En effet, elles sont significativemehispnombreuses a se diriger vers un extrait
d’eau prélevé en surface d'un gite larvaire, qus vl échantillon d’eau du robinet (figure
42 ; ANOVA : F 11= 110,38 ; p<0,0001). Elles sont également siggifiement attirées par
un extrait de boue prélevée en profondeur danstenayvaire, puis filtré (ANOVA : F11=
61,08 ; p<0,0001).

Un signal chimique reconnu par les larves semble gwésent dans I'eau des dgites

larvaires.
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Figure 42 : Attractivité d’extraits aqueux de gite larvapeur les larves d€oquillettidia

B.3.2.7. Discussion

Les essais de comportement réalisés mettent darég I'existence d’un signal percu
par les larves d€oquillettidia, qui leur permet de reconnaitre une plante. Qeasig'est pas
un stimulus visuel, puisque les larves font laidition entre une plantule de mais et un leurre
inerte de forme semblable. Cette observation estardante avec les suggestions émises
précédemment sur le rble faible de la vision ches organismes vivant dans un
environnement obscur. Le stimulus auquel les langpondent est plus probablement de
nature chimique, mais il est absent dans I'eawbinet, qui n’est pas attractive.

Les tests ont montré qu’une plantule de mais vev&tait attractive, mais que cette
attractivité était perdue par la plantule, une faisrte. On peut donc émettre I'hypothése
gu’'un signal chimique est émis par les plantulesanies, qui est directement lié a leur
métabolisme.

Les larves sont attirées par des plantes trésreliffés sur le plan de la position
systématique et de I'écologie. En effet, la massqitante naturellement choisie pour la
fixation dans les gites larvaires, n'est pas plitsacive qu'une plantule de mais, espéece
cultivée en terre arable. Deux monocotylédonesateeg humides, la glycérie flottante et le
plantain d’eau lancéolé, sont autant attractifaige’dicotylédone de sol cultivé : le tournesol.

La conclusion importante de ces observations estlgsignal chimique reconnu par

les larves est trés généraliste, puisqu’il est grarsune grande variété d’espéces végétales. Il
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semble toutefois y avoir de faibles nuances darsigmature chimique d’attraction de ces
différentes especes, au vu de la réponse des lamweS plantes testées. Nous pouvons donc
émettre I'hypothése que les larves repérent lemeacdes végétaux grace a un ou des
stimulus (i) chimique (s) composé (s) de molécusg tfés commune (s) issue (s) du
métabolisme des plantes.

Le signal chimique reconnu par les larves essgnédans les racines des plantes
attractives et dans leurs exsudats. Les racinelsdmmt responsables de son émission, en
libérant dans le milieu extérieur des composéssishu métabolisme végétal. En effet, au
cours de leur vie, les racines des plantes libeds® composés organiques dans leur
environnement proche. Ce processus appelé rhizetigpoest responsable d'une perte dans
le sol de 1% & 40% de produits issus de la phothsga (Dilkest al.,2004).

Plusieurs mécanismes sont a l'origine de ces pelgesarbone : la production de
cellules en bordure de la coiffe des racines emssaoce, la sécrétion par les racines de
certaines plantes d’un mucilage constitué de potfsarides, et I'exsudation au sens strict,
c’est a dire la diffusion passive de composés i#efgoids moléculaire depuis les cellules
vivantes de racines vers la solution du sol (Rogtral.,1979). L'exsudation représente une
libération de carbone de 10 a 100 fois plus impetaque le mucilage et les cellules de
bordure (Nguyen, 2003). Les exsudats racinairegyiést au sens large les composés de
faible poids moléculaire libérés par les racineguen, 2003 ; Walkeet al.,2003 ; Jonest
al., 2004), quelque soit le mécanisme mis en jeu, st Cette définition qui sera gardée pour
'ensemble du manuscrit. Les molécules communémetmbuvées dans les exsudats de
plantes sont les sucres, les acides organiqueacigss aminés, mais également des phénols,
alcools et autres composés issus du métabolismedaice des végétaux (tableau 10 ; Kumar
et al, 2006).

Les larves d€oquillettidiasont attirées par des échantillons d’eau et de pogievés
directement dans les gites larvaires. Un signahichie est donc présent en concentration
suffisante dans I'eau du gite pour étre attra@#és observations nous permettent de faire
évoluer notre hypotheése : un message chimique reist gar des plantes vivantes dans le
milieu et cette signature des plantes persistestiaio temps dans I'eau. Il posséde donc une
bonne solubilité dans I'eau et est probablementdyit@n quantité suffisante pour compenser
sa dégradation et/ou sa consommation dans I'éongst

La prochaine étape de cette étude consiste asamaly composition du message

chimique libéré par les racines des plantes enhracpar les larves.
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Tableau 1(: Composés carbonés libérés par les racines dgsae dans la rhizosphére.
Adapté de Kumaet al (2006).

. . lons
Acides aminés ACIde.S Vitamines Purln’es_/ Enzymes inorganiques
organiques Nucléosides et gaz
a-Alanine Citrique Glucose Biotine Adénine Phospbkata HCQ'
Asparagine Oxalique Fructose Thiamine Guanine tager OH
Aspartate Malique Galactose Niacine Cytidine Amglas H
Cystine Fumarique  Maltose Pantothénateidine (efe)
Glutamate Acétique Xylose
Glycine Butyrique Rhamnose
Leucine Valérique Arabinose
Lysine Piscidique Déoxyribose
Méthionine Formique Oligosaccharides
Sérine Aconitique
Thréonine Lactique
Proline Pyruvique
Valine Glutarique
Tryptophane Malonique
Ornithine Aldonique
Histidine Erythronique
Arginine Tétronique
Homosérine
Phénylalanine
Acide aminobutyrique
Acide aminoadipique

B.3.3. Identification des médiateurs chimiques liqy#s dans cette relation

plantes-larves

La démarche que nous avons suivie comporte plisséapes : 1. Nous avons procédé
a des analyses chimiques d'extraits dont le patkatiractif est connu, pour dégager les
composés les plus probablement impliqués dansalibn des larves {f sélection). 2. Nous
avons réalisé des tests de choix par olfactomgwig vérifier I'attractivité des composés

sélectionnés (" sélection).

B.3.3.1. Analyse de la composition chimique d’eaits naturels attractifs

Les extraits naturels analysés par CPG-MS sorédkantillons d’au de surfaceHg)
et de filtrat de_bue Bg) prélevés dans lesitgs larvaires, les sxdats deTypha latifolia
(EXT) et deZea nays (ExM), les 5 factions de broyats de racines®gha latifolia (F1T a
F5T) et deZea nays(F1M aF5M). Les composés majoritaires retrouvés dans cexttdits

sont listés dans le tableau 11.
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Tableau 11: Composition chimique de 14 extraits naturelsaatifs
X : Composé détecté grace au dosage SIM.

Composés Détection dans les extraits (aprés silylation)
Eg| Bg| EXT| ExM F1T| FIM F2T FzM‘ F3T F3M F4T F4M F5T|F5M
L-alanine X X X X | X | X | X X
L-valine X X X | X | X | X | X | X X
L-leucine X X X | X X
L-isoleucine X[ X| X | X| X | X X
L-proline X X X | X X
Glycine X X X X | X | X X | X | X
Acides aminés| -serine X X | X | X[ X | X | X |[X|[X|X X
L-threonine X X X | X | X | X ]| X | X
B-alanine X X X X
L-aspartate X X
L-proline-5-oxo X X X X X | X | X
Phenyl-alanine X[ X | X | X| X
L-asparagine X X
Lactique X | X X X | X [ X | X [ X [X | X [X [X [X
Heptenoique X X | X | X
Butanoique X X X X
4-pentenoique X
Butanedioique X X | X | X X | X | X | X | X
Laurique X[ X ] X X X X X | X
Myristique X[ X ] X X X X X X | X
. Palmitique X | X | X | X X | X [ X | X | X | X [ X | X | X |X
Acides gras || inoléique X X | x| x| x| x| x|x|x|x|x
Stéarique XX | X X X X X X X X X X X
1-myristine X[ X | X X X X | X X | X | X | X | X [X
Arachidique X X
2-monopalmiting X | X | X X X X [ X [ X | X [X [ X [ X | X |X
1-monopalmiting X | X | X X X X [ X [ X | X [ X [ X [X | X |X
2-monostearine | X | X | X X X X | X X | X | X X X X
2,3-Bis X|X| X | X X | X | X [ X | X |[X | X [X |X [X
monostearine
Acides Cinnamique X X X | X | X | X | X[ X | X |X X
organiques | Férulique X X | X | X | X | X | X|X|X |X|X
Lyxose X X X X | X | X X | X | X X X X
Xylose X X X | X | X | X | X | X |X|X
Arabinose X X X X [ X | X | X | X | X | X |X |X
Ribose X X X | X | X | X | X | X |X|X
Sucres | Fructose X | X | X[ x| x| x |x]|x|[x|x|Xx
Galactose X X X X | X | X | X | X [ X | X |X |X
Glucose X X X | X | X | X | X | X | X |X X
Saccharose X X | X | X | X | X[ X |X X
Turanose X X | X | X | X | X |X X X
Alcools Glycérol X | X | X X X X | X | X | X X | X | X [X
Myo-inositol X X | X | X | X | X |[X X
. Uracile X X | X X | X [ X [ X [ X [X [X [X |[X [X
Purines /|1 mine x| x| x | x X | x
nucléosides | Uridine X | X | X X X | X | X | X | X |X X
Thymidine XX | X X X X | X
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Dans les exsudats de massette et de mais aindiaggdes eaux collectégsnatura,
les composeés retrouvés correspondent a des acidessa(7), des acides gras (11), des acides
organiques (2), des sucres (6), des alcools [@@®purines/nucléosides (4) dont certains sont
déja décrits dans le tableau 10. Les vitamines,sqat thermolabiles, ne sont pas détectées
car notre méthode d’analyse n’est pas approprémepgératures : 70-240°C). Une analyse par
HPLC-MS devra étre envisagée pour la détectiorcdegosés thermolabiles.

Les exsudats de mais et de massette montrent ofils phimiques similaires, seuls
guelques produits différent : la proline présentEjuement dans ExT ; les acides organiques
(cinnamique et férulique) et les sucres (fructdsefise) présents uniquement dans ExM.
Cependant, ces différences sont certainement diéese plus faible quantité de produits qui
ne serait pas détectée en mode ‘SCAN’, d’autarg glue ces produits trés communs sont

détectés dans les fractions de racines des dentepla

Dans les fractions issues de l'extraction des excide massette et de mais, de
nombreux autres produits ont été détectés, commeeyample : des acides aminés (L-
isoleucine, B-alanine, phényl-alanine, L-asparagine), des acidgas (hepténoique,
butanoique, pentenoique, butanedoique, arachidiges)sucres (saccharose, turanose), des

alcools (myo-inositol).

Suite a cette analyse chimique des exsudats dtai#®ns, aucun composé particulier
permettant d’expliquer I'attraction mesurée surlleses n'émerge de I'étude. D’autre part,
'ensemble des produits détectés correspond a deB&cules communes appartenant aux

métabolites primaires.

B.3.3.2. Réponses des larves a un screening deéoutgs de synthése

En nous basant sur notre analyse chimique eesutdnnées de la littérature (tableaux
10-11), nous avons choisi de tester l'attractivi® composés détectés dans les extraits
attractifs, en sélectionnant un ou plusieurs regesits de chaque famille chimique. Nous
avons également testé d’'autres molécules, déatites les exsudats de plantes, comme les
flavonoides, les acides organiques (Kurearal., 2006), et la DIMBOA (Ravetort al,
1997). Le tableau 12 présente les résultats desdeschoix réalisés pour 25 composés avec

des lots de 20 larves @oquillettidia, dans le dispositif décrit au B.2.9.1. (figure .32)
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Les larves deCoquillettidia ne sont pas attirées par les acides organiquamiegs
testés aux concentrations de 100 pM et 1000 pMsélne est méme significativement
répulsive a 1000 uM. La monopalmitine, la DIMBOA, duercétine et la rutine ne sont pas
attractives a une concentration de 10 uM. Les acipas et métabolites secondaires testés

(flavonoides, DIMBOA) ne semblent pas impliquéssibattraction des larves.

Tableau 12: Réponse des larves a des composés présentdedaastraits naturels attractifs.

*:p<0,05; *:p<0,01; *:p<0,001
& Limite de solubilité dans 'eau dépassée (10 pM)
b . 2 4-dihydroxy-7-méthoxy-1,4-benzoxazin-3-one

. Attraction
Composés ttractio
10 uM 100 uM 1000 uM
Thréonine Non Non
. o Proline Non Non
Acides aminés _
Sérine Non Non **
Glycine Non
Acides gras 1-Monopalmitine Non Non® Non®
Acide férulique Non Non
Acide coumarique Non Non
. ] Acide cinnamique [1] Non
Acides organiques o
Acide citrique [2,3] Non Non
Acide malique [2,3] Non Non
Acide succiniqug2,3] Non
Quercétine [4] Non
Flavonoides )
Rutine [5] Non Non
Acide hydroxamique DIMBOA [6]” Non
Ribose [3,7] Non Non
Sucres Déoxyribose Non Non
Glucose [3,7] Non Non
Alcools Glycérol Oui Ouj *¥**
Uracile Ouij *** Oui ***
Purines Thymine Oui *** Oui ***
Cytosine Non Non
o Uridine Oui *** Oui **
Nucléosides o )
Thymidine Non Oui **

Références : [1] : Walkest al, 2003 ; [2] : Chert al.,2007 ; [3] : Kamiloveet al.,2006 ; [4] : Kiddet al, 2001 ;
[5] : Kalinovaet al, 2007 ; [6] : Wengeet al, 2005 ; [7] : Fischeet al, 2003. 40



Cing composés détectés dans les exsudats de pirdass les échantillons d'eau du
gite sont attractifs pour les larves. Il s'agit diycérol, de l'uracile, de lathymine, de

I'uridine et de lahymidine.

Le glycérol est attractif aux concentrations de 100 et 1000 pM. L'uracile et la
thymine sont aussi significativement attractif<08 £t 1000 pM. Par contre, les larves ne sont
pas attirées par la cytosine, une autre purine thorgtructure chimique est trés proche.
L'uridine et la thymidine, les nucléosides corraggant a l'attachement d’'un pentose a
l'uracile et la thymine, sont attractifs a 'unesdmncentrations au moins. L’attractivité d’une
purine n'est donc pas altérée par I'ajout d’'un peat(ribose pour l'uridine et déoxyribose
pour la thymidine). Le ribose et le déoxyribose smmt pas attractifs aux concentrations

testées, tout comme le glucose.

B.3.3.3. Discussion

Les racines de massette et de mais ont une cdiopogualitative trés similaire en
acides aminés, acides gras, acides organiquegssuadcools et bases azotées / nucléosides.
Des différences de composition apparaissent eesr&@xsudats de mais et de typha puisque
des sucres et acides aminés sont détectés uniqudanenles solutions extraites du mais. I
est probable que les quantités de ces composéédib@ar les racines de massettes soient
trop faibles pour étre détectées lors de I'anatysematographique. En effet, les plantules de
mais utilisées pour la récolte d’exsudats étaiarpleine phase de croissance racinaire et en
plus grand nombre que les plantules de massetit)etoracines étaient déja développées a la
récolte des exsudats.

Parmi les composés végétaux utilisés pour less test choix, les larves de
Coquillettidia sont attirées par un alcool de petite taille (obai 3 carbones) : le glycérol, par
2 bases azotées puriques et 2 nucléosides. Cesulesiéont un faible poids moléculaire
(maximum pour l'uridine : 244 g.md) et sont solubles dans I'eau, deux propriétéditaai
leur exsudation par diffusion ou par lyses celhglaidans le milieu aquatique. Ce sont des
molécules trés courantes, puisque le glycérol eedans la constitution des triglycérides,
éléments essentiels des membranes biologiques dGetbal., 1988); les purines et

nucléosides sont des constituants des acides gue&iégalement présents dans tout élément
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vivant. Cette observation confirme I'hypothése @mjzrécédemment de composés trés

généralistes impliqués dans la relation entre lstes et les larves doquillettidia

Dans les relations plantes-insectes en milieleagtes médiateurs chimiques sont en
général des molécules volatiles, émises par lagepaériennes des plantes (feuilles, fleurs).
lls peuvent étre ubiquistes (les alcools & faibambre de carbones par exemple) ou
spécifiques (des polyphénols par exemple) (Me&afetcalf, 1992 ; Brucest al, 2005). En
milieu aquatique, les composés sémiochimiques s@hiculés par l'eau, et sont par
conséquent hydrosolubles et non volatiles. Des ecnt#é communes, de faible poids
moléculaire comme des sucres ou des acides ammeexemple, sont attractifs pour
certaines especes de poissons et de crustacém (&agl, 1990 ; Dechet al, 1998). Marko
et al. (2005) ont montré que le glycérol et l'uracil@iént deux médiateurs chimiques de
l'interaction entre le coléoptére aquatigaehrychiopsis lecontegiDietz, 1896 ; Coleoptera :
Curculionidae) et une plante immergée du groupedaedylédones Myriophyllum spicatum
(Linnaeus, 1753 ; Haloragaceae).

Nous montrons pour la premiére fois I'attractiom ldrves de moustiques pour le
glycérol, l'uracile, la thymine, la thymidine etufidine. La thymine a une structure trés
proche de l'uracile, puisqu’'un seul groupement yléthes différencie (figure 27). Cette
différence structurale ne semble pas avoir de fétetionnel perturbant I'attraction des
larves. Par contre, la cytosine, qui est égalemeatpurine, n'est pas attractive. La différence
structurale entre la cytosine et 'uracile, qui siste en la substitution d’'une fonction cétone
par un groupement amine, pourrait étre responsdélda perte d'attraction (figure 27).
L’ajout d'un pentose a une purine attractive pag larves dé€oquillettidia ne semble pas
perturber cette attractivité. En effet, I'uridinel@ thymidine, qui sont respectivement formés
par I'attachement d’'un ribose a l'uracile et d’'udogyribose a la thymine (figure 28), sont
significativement attractives. Cette attraction desx nucléosides semble liée a la structure

purique et non au pentose, puisque le ribosedsideyribose ne se sont pas révélés attractifs.

Cing composés attractifs pour les larves ont étéaiés dans des extraits de plantes et
dans des échantillons d’eau provenant de gitesaiteast La prochaine étape de notre
démarche consiste a préciser les concentrationsgleomposés dans les exsudats de plantes,
et & connaitre les doses auxquelles les larvesssostibles, afin de recréer le signal chimique

responsable de l'attraction natura
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B.3.4. Complexité du signal chimique attractitiptes larves d€oquillettidia

La démarche que nous avons suivie pour recréeignalchimique attractif comporte
3 étapes : 1. Nous avons évalué la réponse desslarnune gamme de concentrations pour
chacun des 5 composés attractifs, afin de déterr@neelations doses-effet ;

2. Nous avons mesuré les concentrations des mekatiractives dans les exsudats
de plantes, et les rapports de concentrations eesgrenolécules ;

3. Enfin nous avons testé la réponse des larves &ocktail composé de ces

molécules, a des concentrations proportionnelzsias retrouvées dans les exsudats.

B.3.4.1. Evaluation de la relation dose/effet pdes composés attractifs.

Les tests de premier choix ont été réalisés ectimetre (figure 43), sur des larves

testées individuellement selon le protocole déariB.2.9.2.

Les larves deCoquillettidia ne sont pas attirées par le glycérol & des coratamnts
inférieures a 0,5 mM, ou supérieures a 1 mM (figdB). Par contre, le glycérol est
significativement attractif & 0,5 mM (test g#&; y2 = 3,93; 1 ddl; p < 0,049) qui est la
concentration la plus attractive. Les larves sottirées a 65% par le glycérol a la
concentration de 1mM, ce qui n’est pas signifi@tient différent du témoin (test gti; 2 =
2,76 ;1 ddl; p = 0,096). 37% des larves seulersent attirées par le glycérol a 50 mM (pas
significativemet répulsif, p = 0,3) et un nombrev@ de « non-choix » est observé (pres de
12%). De plus, a cette dose, elles expriment unpeot@ment jusque la rarement observé de
tentative de fixation aux parois de I'olfactométre.

Le nombre de larves attirées par I'uracile augmeavec la concentration, entre 1 nM
et 10 uM, puis diminue pour une concentratiod@e puM (figure 43). 67,7% des larves sont
attirées par une solution d'uracile a 1 uM (test®tluy? = 4,03 ; 1 ddl; p = 0,045) ; 68,3%
sont attirées par 'uracile & 10 puM (testyduy? = 4,17 ; 1 ddl; p = 0,041), qui est la dose la
plus attractive.

L'uridine est significativement attractive a la noentration de 10 pM (75%
d’attraction ; test dy?; x2 = 8,00 ; 1 ddl; p = 0,005). Les autres conggiuns testées ne
sont pas plus attractives que I'eau du robinet(égt3). Le nombre de « non-choix » est plus
important pour la plus faible et la plus forte cenitation (10 nM et 100 uM), qui sont aussi

les moins attractives.
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Figure 43 : Réponse olfactométrique des larves a des caatiemis croissantes en glycérol, yacile,
uridine, thymine et thymidine: p <0,05; **:p < 0,01



La courbe dose/attraction de la thymine est bine@éjure 43), suggérant deux niveaux de
sensibilité des larves a la molécule. En effet &% larves préférent la thymine & 0,1 nM au
témoin (test dy?;¥2 = 2,76; 1 ddl; p = 0,096). Cette préférenamtie a 58% pour une
concentration de 1 nM, puis remonte a plus de 686 [es concentrations 10 nM et 100 nM
(p > 0,05). Aucune de ces concentrations n’estifiigtivement attractive pour les effectifs
testés.

La courbe dose/attraction de la thymidine présentméme profil bimodal que celle
de la thymine (figure 43). Les larves sont sigaificement attirées par la thymidine a 0,1 nM
(65,4% ; test dy?; ¥2 = 3,93; 1 ddl; p = 0,048). Une concentrati@nfdis plus faible ou
jusgqu’a 100 fois plus forte n'est pas attractivel AM et 100 uM, les larves sont attirées a
53,3% (p > 0,05) et une concentration de 1 mM rpést attractive.

B.3.4.2. Concentrations des composés attractifsdies extraits de plantes

Les concentrations en uracile, thymine, uridingynmidine et glycérol dans les
exsudats de mais et de massette sont présentée dalnieau 13.

Les 5 composés sont présents dans les racinesaile eh de massette, et sont
notamment tous retrouvés en plus grandes quand@s les fractions a lipophilie
intermédiaire des broyats de racines (F3M et F3il'sqnt parmi les plus attractives (B.3.2.5).
La composition des fractions F3M et F3T est simélaLors des tests comportementaux, les
fractions F3M et F3T ont été testées avec factwemilution au 1/1008™ avec une attraction
significative et au 0,1/1068°avec une perte d'attractivité (tableau 9).

Les composeés attractifs sont retrouvés dans lmsdexs de mais (ExM) et de massette
(EXT) a des concentrations similaires, exceptédyleégol qui est 10 fois moins concentré dans
les exsudats de massette. La thymidine est cetub@®mposés qui est le plus concentré dans
les exsudats de plantes. L'uridine et le glycémit présents a des concentrations similaires,
entre 1 et 12 nM. L'uracile et la thymine sont réts a des concentrations tres faibles,
inférieures & 1 nM.

L'échantillon de boue du gite a une concentratioases azotées et nucléosides deux
fois plus faible que I'échantillon d’eau de surfaeé une concentration en glycérol 300 fois
plus faible. Les concentrations de ces composésdoméme ordre de grandeur dans les

exsudats de massette et dans les filtrats de bmuesdnt libérés les exsudats de plante
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aquatique), a I'exception de la thymine qui est &6 moins concentrée dans les exsudats.
Ces échantillons sont attractifs sur les larve€dguillettidia (figure 42).

Tableau 13: Concentrations en composés attractifs calculéas les exsudats de mais et massette.

& concentration inférieure au seuil de détectiolCBIG-MS.

Concentration dans les racines Concentration dans les extraits

(HM) naturels (nM)
F3M F3T F3T

F3M F3T =Y EXT Eg Bg
1/1000 1/1000 0.1/1000

Glycérol 597 0,6 395 0,4 0,04 12 1,35 212 0,73
Uracile 2,17 0,002 5,29 0,00

Composés

OT1

0,0005<05% | <0,5% | <0,5° | <0,5°
Thymine | 2,21 | 0,002 2,55 0,00 0,0002 0,08 0,04 | 13,77 6,63
Uridine | 19,82 0,02 17,72 0,02 0,002 10 7,5 7,32 2,85
Thymidine| 38,54 | 0,04 110 0,11 0,011 122 113 175 86,23

D’aprés ces résultats, la présence de glycératiler thymine, uridine et thymidine
dans une solution lui confére un pouvoir attractifiis la présence des 5 composés n'est pas
obligatoire pour observer cet effet.

Les racines de mais et de massette contienreebtdemposés attractifs, ce qui
explique l'attraction des larves @»oquillettidia par des broyats de racines. Elles libérent ces
5 composés dans leurs exsudats qui sont égalethexttiés, et ces composés rentrent dans la
composition des eaux de terrain, ou ces exsudats lgerés. Un assemblage de ces 5
substances attractives apparait comme la signeltiméque d’origine végétale attractive pour
les larves. La prochaine étape consiste a recréite signature olfactive a partir des 5
molécules de synthése, et a valider son pouveadif sur les larves déoquillettidia

B.3.4.3. Réponse des larves a un assemblage déaulels attractives

Des solutions attractives mimant les exsudats det@lont donc été recréées a partir de

molécules pures et en respectant les rapportsmmptrations entre les 5 composés (d’'apres
le tableau 13) :

- Solution mimant F3M :

[thymidine] = 0,06 x [glycérol] = 2 x [uridine] =@x [thymine] = 20 x [uracile]
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- Solution mimant F3T :

[thymidine] = 0,3 x [glycérol] = 6 x [uridine] = 4R [thymine] = 22 x [uracile]
- Solution mimant les exsudats de mais :

[thymidine] = 10 x [glycérol] = 10 x [uridine] = 1O x [thymine] = 1000 x [uracile]
- Solution mimant les exsudats de massette :

[thymidine] = 100 x [glycérol] = 10 x [uridine] =QD0 x [thymine] = 1000 x [uracile]

Les larves sont sensibles a une solution mimantframtion F3 de broyat de racines
de mais, diluée 100 fois (65,85% d’attraction; fegd4, c ; testdy?;y2 =4,23;1ddl;p =
0,039) et 1000 fois (66,25% d’attraction; test@uy? = 4,34 ; 1 ddl ; p = 0,037). L'attraction
observée des larves par la fraction F3M diluée/a0aD (tableau 9) est donc retrouvée avec
la solution mime.

Les larves sont attirées par une solution mimarg fraction F3 de racines de
massette, diluée 1000 fois (figure 44, b; plus G846 d’attraction), ce qui confirme
I'attraction observée de F3T a 1/1000 (tableaul®emble que cette attraction soit perdue
pour une solution mime plus diluée (figure 44,ragins de 50%), ce qui va dans le sens des
résultats obtenus avec F3T a 0,1/1000 (tableau 9).

80 -
70 ~
60 -

50 4

Attraction (%)

40 |

30 T T T 1
0,0001 0,0010 0,0100 0,1000 1,0000

[solution recréée] / [fraction F3M]

Figure 44 : Réponse des larves a des solutions mimant tegitsxde racines de massette et de mais,
a différentes concentrations.

(a) : zone d'attraction de la fraction F3T diluée a 00D ; (b) : zone d'attraction de F3T diluée a 1/1000 ;
(c) : zone d'attraction de la fraction F3M diluée a 1/0.00

[solution recréée] / [fraction F3M] : rapport de concentrations entre la solutioneeida solution F3M.

*:p<0,05;*:p<0,01;**:p<0,001. 47



Les larves sont trés significativement attirées pae solution composée des 5
composés attractifs aux concentrations présentess das exsudats de massette
(76,19% d’attraction; figure 45 ; test git1; y2 = 9,34 ; 1 ddl ; p = 0,002). L'attraction d’'une
solution mimant les exsudats de mais est simi(@bgb4% ; test dy? ;2 = 10,98 ;1 ddl; p
= 0,0009). Dans les deux cas, les individus ayagérdans la direction des solutions tests ont
ensuite exprimé un comportement particulier, mang@eédes tentatives répétées de fixation
aux parois du dispositif. Les larves restent tegsibles a la solution mime aprés dilution par
100 (70,42% ; test dy? ; 2 = 6,22 ; 1 ddl; p = 0,012) et par 1000 (68,42%st duy? ; x* =
5,34 ;1ddl; p=0,021).

Non choix (%)

. . 4,76
Solution mimant les @ 1,01 | **
@
exsudats de massettes |
%]
x
L *kk 1128
= 1 |
Q
‘Q
O
2 i
Solutions mimant les ¢ 001 | * 14,08
exsudats de mais 5
ﬁ. i
0,001 | * 2,63
T T T T 1
30 40 50 60 70 80

Attraction (%)

Figure 45 : Réponse des larves a des solutions mimant Rglats de massette et de mais, a
différentes concentrations.

[solution recréée] / [exsudats] rapport de concentrations entre la solutionetda solution d’exsudats
*:p<0,05;*:p<0,01;**:p<0,001.

En assemblant le glycérol, I'uracile, la thymirdeyidine et la thymidine, a des
concentrations proportionnelles a celles retrouvdaess les exsudats, nous avons recréé un

signal tres attractif pour les larves@equillettidia
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B.3.4.4. Discussion

L’attraction des larves d€oquillettidia a été mise en évidence pour 5 produits que
nous avons détectés et dosés dans les rdnisits, dans les exsudats de mais et de massette
et dans les échantillons de terrain. Ces compas#ésiss métabolites primaires : le glycérol a
un role de protection contre les stress abiotigtiest un osmolyte des cellules végétales, et il
rentre dans la constitution des membranes biolegiqiwWeig & Jakob, 2000 ; Eastmond,
2004) ; l'uracile et l'uridine sont respectivememe base pyrimidique et un nucléoside
constitutifs de l'acide ribonucléique (ARN) ; laythine et la thymidine sont une base
pyrimidiqgue et un nucléoside rentrant dans la titi®n de I'acide désoxyribonucléique
(ADN). Ainsi, les larves de€oquillettidia sont attirées par des solutions de glycérol de 500
UM et 1 mM, ce qui correspond au méme ordre dedgtanque les concentrations attirant le
coléoptéreE. lecontei(de 18 uM a 1,8 mM, maximum d’attraction a 180 s I'étude de
Marko et al (2005). Elles paraissent toutefois sensibles & gamme de concentration en
glycérol moins large quE. lecontei Les concentrations en glycérol dans des feudéemais
sont comprises entre 0,1 mM et 6 mM, concentratiattisactives pour certains insectes
herbivores en milieu terrestre (Gerlstral, 1988). Les carbohydrates d'origine végétale, a
des concentrations de cet ordre de grandeur, agiggméralement comme stimulants du
comportement alimentaire des insectes (Bernays &@ian, 1994).

Les larves de&€oquillettidiaet les adultes dE. leconteiont des sensibilités a 'uracile
similaires ; ils sont attirés par la purine & descentrations comprises entre 10 nM et 15 pM,
I'attraction étant maximale pour des doses comgrasgtre 1 et 15 uM. Une concentration
supérieure est moins attractive pour les larvemdestique, mais n'a pas été testée avec les
coléoptéres aquatiques. L'uracile est attractifed doses 100 a 1000 fois inférieures au
glycérol sur ces deux insectes aquatiques. Cet adrgrandeur est trop bas pour étre celui
d’'un stimulant du comportement alimentaire ; ilrespond plutét aux doses de composés
chimiques attractifs de type spécifiques dans itemnement (Markeet al, 2005). L'uracile
n'est pas un composé spécifique, mais sa présamselels exsudats est probablement liée a la
croissance racinaire, les bases azotées étantipdelsilen quantités importantes au niveau des
zones méristématiques pour la synthése d’acidekigues. Ainsi, la détection d’uracile,
mais aussi de thymine, uridine et thymidine par lleses dans la rhizosphere peut leur
indiquer les racines les plus jeunes, les plusipespa la perforation, ce qui est démontré par

nos expériences de fixation sur les jeunes radfigese 37).
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L’analyse et surtout le dosage de ces composés rdengchantillons montrent leur
présence a des concentrations plus faibles quesceléterminées par nos expériences
d’attraction en produit pur. En effet, la doseaattive de glycérol (0,5 mM) est 50 000 a 500
000 fois plus importante que la dose mesurée demexsudats de plantes. L'uracile est
attractif & des concentrations (1 pM et 10 uM) ains 5000 fois plus élevées que celles
mesurables dans des exsudats. Pour I'uridine,degiens attractives sont 1000 fois plus
concentrées que celles des exsudats. Par corgrianles sont attirées par la thymine a des
concentrations (0,1 nM) proches (facteurs 1,25-@¢belles retrouvées dans les exsudats de
mais (0,077 nM) et de massette (0,04 nM). Les mémoasentrations de thymidine attirent
les larves, mais ce nucléoside est 1000 fois ptumeentré dans les exsudats de mais et de
massette (122 et 113 nM respectivement).

Nos résultats démontrent que le mélange des 5 campfmimant les exsudats)
entraine une réponse trés franche (figure 44, d&traction ; p < 0.001) des larves
témoignant d’'un effet synergique. L'association 8egroduits a des concentrations faibles
(de l'ordre du nM) permettrait d’augmenter leur pom d’attraction sur les larves.
L’attraction des larves par les solutions mimarg éxsudats de mais et de massette est
équivalente, alors que la teneur en glycérol esfoidmoins importante pour la solution de
massette. Il se pourrait donc que le pouvoir difrdes exsudats soit lié au mélange uracile-
thymine-uridine-thymidine. Par ailleurs, le mélangénant les extraits de racines de mais
montre une attraction significative (66% d’attraati p = 0,037) a des concentrations plus
fortes des 5 composés, notamment en glycérol (faé@). Dans ce cas, il semblerait que le
glycérol soit lui aussi impliqué dans l'attractiales molécules en synergie. Ces résultats
indiqueraient que I'attraction du mélange glycaraeile-thymine-uridine-thymidine est liée
au rapport des concentrations des produits enfre eu

Nous constatons qu'un méme mélange glycérol-urdityimine-uridine-thymidine
présente une attraction variable a des concentmt@oissantes ou décroissantes. Nous
notons une attraction forte du mélange ou la canaéon en thymidine est la plus efficace
sur les larves (0,1 nM). Ainsi, on peut avancerygthese d’'une attraction variant en
fonction des concentrations optimales de chacun pieduits dans le mélange, comme
lllustre la figure 46. Des tests de choix avecs dmlutions mimes a des concentrations
supérieures aux exsudats de mais pourraient éisaggs. lls indiqueraient si le potentiel
attractif est conservé en augmentant les doses hd®ue composé, notamment en
s'approchant des concentrations en uridine (10 ped)uracile (1 pM) et en glycérol (0,5

mM) auxquelles les larves sont les plus sensibles.
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Figure 46 : Courbe hypothétique d’attraction des larve€dquillettidia suivant un
gradient de concentration en glycérol-uracile-thyarirridine-thymidine.

Le signal chimique attractif que nous avons reestérobablement moins complexe
que celui effectivement attractif en conditionsunalles, ou les composés attractifs sont
consommeés par les micro-organismes de la rhizosphérapidement dégradés, et ou une
guantité d’autres molécules occasionnent un br@t fdnd susceptible de perturber
I'attraction. Nous n’'avons pas évalué I'effet dectmcentration en gaz (dioxyde de carbone,
oxygene) de la solution attractive recréée suéfmnse des larves. En effet, le dioxyde de
carbone dissout est apparu attractif pour les fargte Coquillettidia dans nos essais
préliminaires (figure 39). Il pourrait signaler alaxves la présence des plantes et des micro-
organismes gravitant dans la rhizosphére, dons skenourrissent. L'oxygéne, rare dans cet
habitat, pourrait également étre impligué dandrbation, car la fixation des larves aux

racines des plantes est en particulier déterminééamécessité de respirer.

Quelque soit sa complexité, le signal chimique épas les racines des plantes
aquatiques a une valeur de survie pour les lahgsapacité & reconnaitre ce signal suggere
la présence de récepteurs chimiosensoriels adag®shimiorécepteurs des insectes peuvent

étre spécifiques, c'est a dire impliqués dans laxomeaissance d'une substance
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sémiochimique, par exemple une phéromone, a desotations trés faibles (Schoonhoven
et al.,1998). lIs sont le plus souvent généralistesntetrviennent par exemple au niveau de
I'attraction de l'insecte par un substrat alimemtarépondant a plusieurs substances émises
par ce substrat (Visser, 1988 ; Chapman, 2003}tra&tion des larves déoquillettidia par

les racines de plantes met en jeu au moins 5 sulestallélochimiques différentes, pouvant
agir a différentes concentrations, ce qui sugganplication de récepteurs généralistes.

Les chimiorécepteurs des larves de moustiques eswadre mal identifiés, mais ils
sont probablement présents en grand nombre souse fate soies (appelées sensilles
olfactives) au niveau des antennes et des palpe#lairas portés par la capsule céphalique
(Clements, 1999). Des sensilles présentant poptupart des pores cuticulaires, situées a
'apex des antennes des larveda@l’ aegyptiont été décrites comme des sensilles gustatives
par Jez et Mclver (1980). Les mémes auteurs onéigat décrit des sensilles antennaires de
forme basiconique, innervées par une dizaine derones, qu’ils considérent comme
perméables aux substances chimiques. Une étudeteéaeconfirmé leur hypothése en
démontrant I'expression du gene codant pour un iohéoepteur spécifique des diptéres, au
niveau des antennes de larveAa’ aegyptiMelo et al., 2004). Les palpes maxillaires des
larves de moustiques sont également pourvus d'andgnombre de sensilles, dont certaines

sont probablement des chimiorécepteurs (Mclver&iiiki, 1982).

Dans cette étude, nous avons mis en évidence quixdton des larves de
Coquillettidia aux racines des plantes était I'aboutissementeddéguence comportementale
complexe. Les larves évoluent dans un environneotesttur et riche en sédiments et matiére
organique, qui complique la détection des plantigesh Elles sont néanmoins capables de
reconnaitre a distance un signal composé de gaz@gCet de substances allélochimiques
exsudées par les racines des végétaux, grace éhiteisrécepteurs. Elles semblent orienter
ainsi leur nage en direction de la source du sighahique (réponse par chimiotaxie), en
remontant le gradient de concentration. Une faisréeines atteintes, des mécanorécepteurs
(soies en crochet) situés au niveau du siphonregepie peuvent prendre le relais, percevant
des informations nécessaire a la sélection d’'umes Zwopice a la fixation dans la racine.
Enfin la larve perfore les tissus végétaux a 'aléeson siphon effilé et denté, qui atteint les
aérenchymes ou I'oxygéne est disponible.
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Dans une optique de contréle des population€dquillettidia, la découverte de
médiateurs chimiques conditionnant la fixation end la survie des larves offre des
perspectives intéressantes. On peut imaginer mange une stratégie de contréle basée sur
le traitement des gites larvaires avec une solutnimant le signal chimique attractif, a
laquelle est ajoutée une molécule insecticide. ffgt,eon peut émettre I'hypothése que la
présence de cette solution attractive dans I'eampenserait I'attraction des larves vers les
profondeurs aprés éclosion, les exposant ainshngeliticide. L'utilisation de cette stratégie
pendant la saison de ponte des femelesuillettidia pourrait ainsi se solder par une

génération trés diminuée I'année suivante, et aigEsb des nuisances générées.
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C. Mise au point d’'une stratégie larvicide contre Coquillettidia

C.1. Synthése bibliographigue

C.1.1. Moyens de lutte contre les populationsdmes deCoquillettidia

Le contrle des populations larvaires Mansonia et Coquillettidia est rendu tres
difficile par la biologie particuliere de ces stadematures, continuellement fixés aux racines
de la végétation aquatique (Sjogetnal., 1986 ; Lord & Fukuda, 1990). Pour étre efficaces,
les traitements insecticides anti-larvaires, qudtient chimiques ou biologiques, doivent
traverser un couvert végétal dense pour atteindrpidce d'eau, puis se répandre dans
'ensemble de la colonne d’eau au niveau des racomdonisées. Atteindre des larves de
Coquillettidia fixées en profondeur aux racines de végétaux andedqs le substrat est
guasiment impossible car le tapis de débris végéte racines et de sédiment constituant
I'habitat des larves fait obstacle a la progressiena plupart des formulations insecticides.
De ce fait, la majorité des formulations insecésidcommerciales agissant par contact ou par
ingestion sont inactifs ou trés peu efficaces eies stades juvéniles deoquillettidia et
Mansonia De nombreuses études de laboratoire et de termaiaté réalisées, surtout sur des
espéces déMansonia afin d’évaluer l'efficacité de différents moyedg contréle de ces

moustiques.

C.1.1.1. Les moyens de lutte chimiques

L'efficacité du téméphos (formulation liquide Abateéb00E), insecticide
organophosphoré largement utilisé en démousticationFrance métropolitaine jusqu’en
2006, a été testée s@y. richiardii en laboratoire et dans des gites larvaires dorditt
méditerranéen (Sinéget al, 1971). Le téméphos s’est révélé plus toxique pesildrves de
Cq. richiardii que les 7 autres insecticides étudiés : les omj@muphorés chlorpyriphos
(Dursban), phenthoate (Cidial), fenthion, fenitioth iodfenphos et bromophos et
I'organochloré DDT. En tests toxicologiques de latoire et sur le terrain, les larves @g.
richiardii montrent une sensibilité au parathion proche die observée avec le téméphos

(CLso = 0,005 ppm), et une moindre sensibilitt au maattet & la dieldrine (Chapman,
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1955). Les larves déoquillettidiamontrent une grande tolérance a I'égard de cesticgles
chimiques, la Cky du fenitrothion poulCq. richiardii (0,09 ppm) étant 45 fois plus élevée
gue pourAedegOchlerotatuskaspius(Pallas). Sur le terrain, I'étude de Sinégtal (1971)
révele qu'il faut appliquer 'Abate 500E a des do®® fois plus importantes que pour le
contrble dedAedeset Culex (100 g/ha de matiere active) pour obtenir 100%ndetalité sur
les larves de€Coquillettidia, dose importante provoquant des effets toxiquesasiaune. Une
formulation granulaire sur Celatom ou a base diegadrmettent d’obtenir une libération plus
lente du téméphos, mais l'effet sur la densitépmgsulations larvaires d€q. perturbansest
faible aux doses maximales autorisées (Sjogteh.,1986b).

Des expériences de contrdle utilisant I'organophosp fenthion (Baytex) ont été
réalisées dans des mares d’une région de I'lndéyges et densément colonisées par des
populations larvaires delansoniaspp. L'application de formulations granulaires &éale
sable et de calcaire, visant a limiter les pertassdle couvert végétal et a assurer une
libération lente et progressive de la matiére actlans I'eau, s'est révélée trés efficace aux
doses de 2,5 g/m?, stoppant les émergences pemeant’'un mois (Krishnamoorthst al,
1992). Ces auteurs ont également obtenu une fédigction des populations larvaires et du
taux d’émergence delansoniaspp. dans la méme région avec I'application dehogtne
(Altosid), un mimétique d’hormone juvénile régulatele croissance, aux doses de 0.5, 1 et 2
ppm (Krishnamoorthet al.,1993).

Dans le Minesota aux Etats-Unis, les émergencatulies deCq. perturbansont été
réduites de plus de 90% par I'application de méthop formulé en briquettes (Altosid) et en
boulettes (Altosid XR) & libération progressivertBudurée de 150 et 30 jours respectivement
(Rantaet al., 1994). L'utilisation de formulations de méthopréstede fenthion adaptées a
I'écologie des genreBlansoniaet Coquillettidia s’est révélée efficace, et sans conséquence
pour dautres espéces du gite, d'aprés Batzeragr&) (1986b) et Krishnamoortlgt al
(1992). La toxicité du fenthion pour la faune adma & des doses rencontrées dans
'environnement a par ailleurs été démontrée, notant sur la daphni®aphnia pulex
(Leydig, 1860) pour laquelle la Gba 48h est de 1,30 pg/L (Roet al., 1995). D'autres
études confirment l'impact minime du méthopréne kurfaune aquatique aux doses
appliquées en démoustication, mais précisent quiXmité de cette molécule sur les
mammiferes reste mal connue (Henrick, 2007 ; Haretad.,2007). Néanmoins celles-ci ne
concernent qu'un faible nombre de taxons de la dacompagne, et ne suffisent pas a

démentir que ces molécules peuvent s’avérer damgesepour des espéces non-cibles.
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L'utilisation du méthoprene et du Fenthion n’est penvisageable pour le contrble des
populations francaises @oquillettidiacar ils ne sont pas homologués en France

L’application aérienne d’Arosurf MSF, un film monotéculaire lipophile de surface,
pour contréler les émergences d’adultes dans deglgtons deCq. perturbanss’est révélée
efficace pendant une durée d’'une semaine danstdesidaible végétation (Kenny & Ruber,
1992). Cette stratégie de contrdle n'a pas d'effetles populations de micro-crustacés, mais
les auteurs n'ont pas étudié I'impact sur les aut®ons de la faune compagne. De plus, cette
technique n'est pas adaptée aux gites larvaireln aitgétation est trop dense (Kenny &
Ruber, 1993).

Compte-tenu d’'une sensibilité moindre des larvesvid@soniaet de Coquillettidia
aux formulations insecticides chimiques classigetedes difficultés du traitement liées a la
densité de la végétation dans les gites, ces ca@mpos sont efficaces qu'a des doses
largement supérieures aux doses homologuées erugdgeoation. lls ne peuvent donc pas étre
utilisés pour le contréle des populations larvadesCoquillettidia sans effet préjudiciable

pour I'environnement.
C.1.1.2. Les moyens de lutte biologiques

Des tests toxicologiques de laboratoire ont monte les larves d€oquillettidia sont
trés peu sensibles d&ti, la Clso pour Cq. richiardii (14 mg/L) est en effet 140 fois plus
élevée que celles d€ulex spp. etAedesspp. (Reyet al., 2001). Ces résultats ont été
confirmés par des essais de contréle de populatéoaaires deCq. perturbansTraitées au
Bti (poudre mouillable Bactimos) aux doses maximalgsrasées, ces populations n'ont pas
connu de baisse significative de densité (Sjogteal.,1986b).

L'efficacité relative des bacilleBacillus sphaericu¢Bs) et Bti a été évaluée par de
nombreux auteurs sur différentes espéeces asiatigfuaméricaines dsMansonia avec des
résultats trés variables selon les espéces de ioestet les souches de bacilles utilisées
(Foo & Yap, 1983 ; Lord & Fukuda, 1990 ; Yapal.,1991). En conditions de laboratoire, les
larves deMansonia uniformigTheobald, 1901) sont trés sensibles aux souch@3 ét 2362
de Bs, mais leur biologie et leur habitat les rendent gensibles en conditions naturelles
(Yap et al., 1988). Des formulations en briquettes ou bouleftesmettant une libération

4 Catalogue des produits phytopharmaceutiques hamé®en France (Ministére de I'Agriculture et d@é&the)
http://e-phy.agriculture.gouv.fr/
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progressive et durable des spores semblent dore®errdsultats les plus satisfaisants
(Rajendraret al.,1991).

Le champignon aquatiquéagenidium giganteum(Couch, 1935) posséde des
propriétés entomopathogénes, spécifiquement surmeustiques. Les spores mobiles
infectent activement les larves d’'un grand nombesgbces de moustiques qui meurent au
bout de 1 a 3 jours, puis se multiplient, entretefienfection dans les populations larvaires.
Des tests d'ensemencement de giteBlansonia dyari(Belkin, 1970) en spores dea.
giganteumse sont avérés trés prometteurs pour le contrékeslanoustiques, entrainant une
diminution de plus de 77% de I'’émergence des aslffaidaet al.1995). Son efficacité en
cas d'utilisation dans les gites Goquillettidia de France métropolitaine serait toutefois
limitée par la température de I'eau, inférieure boane partie de I'année aux températures
optimales pour la sporulation (25-28°C ; Domgeaal., 1982).

L'utilisation de prédateurs naturels de larves dristiques ne permet pas de contréler
efficacement les larves déoquillettidia, leur comportement de fixation aux racines des
végétaux les rendant difficiles & percevoir (Vam dssem, 1958). De plus leur habitat est
trés contraignant pour la plupart des autres animaguatiques, dépourvus d’adaptations a la

survie dans les milieux anoxiques.

C.1.1.3. Les moyens de lutte par action sur leieuil

La méthode de lutte la plus efficace contre lesufains larvaires d€oquillettidia
est I'action sur le milieu, soit sur la végétatiodte, soit directement sur le gite lui-méme
(Guille, 1976). L'utilisation d’herbicides comme dgyphosate, le diquat et le 2,4-D destinés a
réduire la densité de végétaux flottants dansikes gCoquillettidia et Mansoniade Floride
a eu pour conséquence inattendue de limiter lesgimees d’adultes de ces moustiques
(Haag & Buchingham, 1991). Toutefois, I'utilisatidtherbicide ne régule les populations de
moustiques que de maniére trés temporaire et peit des conséquences désastreuses pour
'ensemble de la végétation d’une zone humide,aetegmchainement pour la faune associée
(Cudaet al.,1995).

L'arrachage de la végétation-hote se révéle trisaek (Armstrong, 1941), mais est
difficilement applicable a grande échelle, notamttprand la végétation est dominée par des
roseaux. Cette action est préjudiciable pour detmeuses especes remarquables qui vivent,
se nourrissent ou hivernent dans la végétation zdees humides, elle n'est donc pas

envisageable.
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La lutte physique consistant & faucarder végétation des gites larvaires sous la
surface de 'eau a pour conséquence de détachmajité des larves d€oquillettidia de
leur support pendant quelques jours, celles-ci aomi plus vulnérables aux prédateurs ou
aux éventuels traitements insecticides (Coussesara., 1973). Toutefois, I'efficacité de
cette méthode est relativement aléatoire car lpadison observée des larves libres aprés
quelques jours peut signifier qu’elles se sontdié& nouveau aux racines en profondeur
(Rey, 2002).

Le faucardage par 'homme peut étre remplacé paatag® d’animaux herbivores
dans les gites &oquillettidia, mais leur action sur la végétation est surtoul® et
préférentiellement ciblée sur certaines espécefichcité de cette méthode est donc faible
(MacLaren, 1967). La destruction du gite larvaiae pomblement n’est pas applicable, pour
les mémes raisons.

La méthode des assecs s’est révélée efficace deumsisreprises pour limiter les
émergences d€oquillettidia dans les gites du littoral méditerranéen et slittteal sud du
lac du Bourget en Savoie (Pennetier, 2003 ; Séran@®03). Elle consiste a faire varier le
niveau d'eau, & une période de l'année choisie actibn des exigences des espéces
remarquables de la zone humide, de facon a asstarhporairement le gite, ce qui a pour
conséquence la disparition des populations larsgaendant 3 a 4 années. Cette méthode
s'applique aux gites larvaires de grande enverquuar lesquels des systémes de vannes,
permettant le contréle du niveau de I'eau sont kxce) mais elle ne s'applique pas a la
majorité des gites larvaires connus en région RiAdpes.

Le drainage des gites modifie la stratificationl@eolonne d’'eau et par conséquent

I'habitat des larves, mais cette technique estaatudifficile & mettre en oeuvre.

C.1.2. Moyens de lutte contre les populationstadudeCoquillettidia

Les moyens de lutte contre les populations largait@Coquillettidia sont donc dans
'ensemble peu efficaces ou difficilement appliegblau regard de leur dangerosité pour
'environnement. Les traitements aériens contreatistes au niveau des gites, lors de fortes
émergences, avec des organo-phosphorés commeittetféan notamment, sont le dernier
recours pour limiter les nuisances (Sinégteal., 1971). lls sont cependant techniquement

® Faucher la végétation aquatique avec un faucard.
© Action de faire paitre le bétail.
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difficiles a réaliser, car ils nécessitent des dtmoas météorologiques favorables et sont génés

par la densité des formations végétales (Guillés).9

C.2. Hypothése d’'un contréle anti-larvaire via le couvert végétal

La nécessité de développement de techniques dit@magour le contrdle de ces
moustiques nous a conduit a établir une stratégigcide basée sur I'hypothése suivante : les
plantes aquatiques pourraient servir de vecteunedmolécule insecticide entre le couvert
végétal et les larves fixées aux racines. La harrjghysique constituée par la matiere
organique en décomposition serait ainsi contourGétte stratégie repose sur plusieurs étapes
dont il convient de préciser les mécanismes : pglaétration du xénobiotique dans la plante,
a partir des parties aériennes sur lesquelles dégmsé ; 2) sa prise en charge dans les tissus
conducteurs de la plante et son transport jusqu'eapines; 3) sa libération dans

I'environnement immédiat des racines, et son a@iorontact des larves.

C.2.1. Mécanismes de pénétration foliaire d'unestrire organique exogene

La pénétration foliaire d’'une substance exogéndfegie en deux étapes: le
franchissement des barriéres inertes des feuilbesic(le, paroi), puis le passage des
membranes biologiques des cellules végétales. tieutrides plantes est la premiére barriére
a la pénétration foliaire des composés xénobiotig(dan Overbeek, 1956). C'est une
structure recouvrant la surface des parties aé&gedas plantes dont elle permet de limiter les
pertes d'eau. Elle est constituée d’'un polymérecutine et de cires intracuticulaires et
épicuticulaires (Scalla, 1991).

Le franchissement de cette barriere dépend desi@tép physico-chimiques et de la
formulation du xénobiotique, de I'espéce et du stdd développement de la plante, et des
conditions environnementales (éclairement, humidé@épérature) (Tissut & Séverin, 1984 ;
Baur & Schénherr, 1995). Généralement, une augrientde la température et de I'humidité
relative de I'air améliorent la pénétration etrianslocation des xénobiotiques dans le végétal
(Satchiviet al.,2001).

Le transit cuticulaire des xénobiotiques suit uocpssus en deux étapes : la partition
du composé entre la solution déposée et les ligdda cuticule, puis la diffusion a travers

les couches de cires et de cutine (Franke, 196dvetBnet al., 1999). Les molécules
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lipophiles pénétrent plus facilement, mais les cos&s hydrophiles peuvent également
transiter & travers la cuticule en conditions dioygétrie élevée de I'air. Dans cette situation,
la cutine et la cellulose fixent des molécules d’ea gonflent, les amas de cire s’écartent,
laissant le passage pour des molécules polairesyfli1989). Des xénobiotiques peuvent
également pénétrer dans les feuilles par les sesngtace a des molécules tensioactives du
groupe des organosilicones (Knoche, 1994 ; SchénB806). Aprés la partition/diffusion
dans la cuticule, les composés xénobiotiques passgraroi sous-jacente par diffusion et
rentrent en contact avec le plasmalemme, c'estré Idiréseau de membranes cellulaires
(figure 47).

Le plasmalemme est une barriere hémiperméabletisélelt existe trois mécanismes
de pénétration cellulaire (Tisswgt al., 2006) : 1) Les petites molécules lipophiles se
partitionnent et diffusent passivement au traverpldsmalemme, grace a leurs affinités pour
les lipides membranaires, c'est le cas de I'ateazh de nombreux autres herbicides ; 2)
Certaines molécules pénétrent activement dansllldeca I'aide d’'un transporteur. C'est le
cas du glyphosate, un herbicide de la famille demaphosphonates, qui est reconnu et pris
en charge par un transporteur spécifique des ibasphates pour pénétrer dans les cellules ;
3) Des composés peuvent également entrer dansllakes végétales par endocytose, c’est a

dire ingestion par encerclement des composés pandenbranes des cellules.
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Figure 47: Schéma illustrant la pénétration cuticulaireeetréansfert d’un xénobiotique
appliqué en dépot foliaire (coupe transversaleppAd de Tissutt al. (2006)

C.2.2. Transport dans les tissus conducteurs platae

Le phloéme est un tissu conducteur des végétaustiteh d’'un ensemble de tubes
criblés, reliés entre eux par des connections sysnijues. Il a pour fonction de véhiculer la
séve élaborée contenant les produits de la phdtuisys, depuis les parties photosynthétiques
de la plante (zone source) vers les zones en ara@igss(zones puits), comme les extrémités
des racines par exemple (Cronshaw, 1981 ; figuyel4B8saccharose (sucre majoritaire dans
les tissus conducteurs) passe dans le phloéme apois transité dans les cellules du
mésophylle par voie apoplasmique, c’est a dire dlaspace pariétal intercellulaire, ou bien
par voie symplasmique, c'est & dire par commuroaatintercellulaire a travers les
plasmodesmes (Truernit, 2001 ; Turgeon & Medvild®04). Le saccharose est chargé
activement dans le phloéme par des transporteédfisues, ce qui augmente la différence
de concentration entre les tubes criblés du phloémkextérieur, et établit une pression
hydrostatique par entrée d'eau. La différence @sgon entre la zone source et la zone puits
provoque alors un mouvement de la séve élaborée laezone puits ; il s’agit du « mass
flow » (Van Bel, 2003). Le chargement de moléculass le phloéme est sous le contréle de

61

* Zone source :
les feuilles

Figure 48:



cellules vivantes, les cellules compagnes, quigmbrtes transporteurs de saccharose, et

dépend de la production de ce sucre dans les deuilfDparka & Turgeon, 1999).

Cellule de
Vorgane source

Tube criblé du phloéme

Cellule de
l‘u-rg.!m_- cible

Les xénobiotiques susceptibles d’étre transports vopie phloemienne (systémie
descendante), sont des molécules présentant uoghiiie intermédiaire, comme le
carbofuran (log Kow = 2,32) insecticide systémique du groupe des carbam&easlld,
1991). Les produits tres lipophiles se concentdamis les membranes biologiques, alors que
les produits polaires parviennent difficilementagsger le plasmalemme pour pénétrer dans les
tissus de conduction du phloéme. Toutefois, deséoutds hydrophiles aux propriétés
herbicides comme le glyphosate sont connues pourjatitude a transférer dans le phloeme,

grace a un transport actif entre cellules (DenBedrot, 1993).

C.2.3. Libération par les racines dans I'environeem

Les pesticides qui pénétrent dans les plantesesoigrande partie métabolisés et les

composeés libérés par les racines sont souvent lengeéde produits de dégradation de la

7 Kow est un coefficient de partagectanol/eau. Il s'agit du rapport de la concefrat'un xénobiotique
dans un volume de-octanol sur sa concentration dans I'eau lorsqegdéme biphasique est en équilibre.
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molécule d’origine (Korteet al., 2000). Les composés de faible poids moléculainet s
majoritairement libérés par diffusion passive denghizosphére en réponse au fort gradient
de concentration existant entre le compartimeritledie et I'extérieur. La sécrétion de ces
composés est accentuée par I'établissement d’utiegtaélectrochimique, lorsque la solution
d’exsudats est négativement chargée (Kuziakov &espr2006). L'autre mécanisme
expliquant la libération de xénobiotiques ou dademétabolites par les racines est la lyse
cellulaire. Les racines en croissance sont soundisiss fluctuations climatiques (gel/dégel),
aux frottements avec le sol, & des attaques de+arganismes ou d’organismes invertébrés.
Ces facteurs occasionnent des Iésions dans les tiasinaires, entrainant une lyse de cellules
qui conduit a une libération du contenu cellulaiams la rhizospheére. C’est par cette voie que
sont libérées les molécules de poids moléculaine plevé (Baudoiet al., 2003 ; Walkeret

al., 2003).

C.2.4. Présentation de la démarche expérimentale

La localisation des larves deoquillettidia en profondeur dans les gites larvaires,
protégées par le couvert végétal et une strate riste de débris organique, rend les
traitements de démoustication inefficaces. La nasepoint d’'une stratégie de controle
chimique de ces populations larvaires basée stitidation des plantes comme vecteur
d’insecticide, a nécessité une démarche expéritgeniaant a proposer un protocole de
traitement efficace. Cette démarche expérimentatiésoule en 3 étapes :

- La premiére étape consiste a établir un protocelgaltement foliaire des plantes, qui
permette de vérifier notre hypothése de dépadyaisque des plantes aquatiques ont
la capacité de véhiculer un xénobiotique depuisféedles jusqu’aux racines et de
'exsuder. Cette étape doit permettre d’établir mditions favorisant un bon
rendement (un rapport ‘quantité de xénobiotiqueud&e/quantité déposée’ élevé).
L'espéce végétale servant de modéle, la formulatlenla substance active qui
améliorera le transit a travers la cuticule lipdghdes feuilles, les doses non-
phytotoxiques et les conditions expérimentales f@iériode, humidité relative, durée
des essais) doivent ainsi étre déterminées.

- La deuxieme étape est le choix d’'une molécule aglantpropriétés lui permettant de
transférer dans les plantes, et qui soit égalenterigue pour des larves de
moustiques. La molécule choisie ne doit étre np polaire, ni trop lipophile, pour
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pouvoir étre chargée dans le phloéme. Elle nepiaitavoir un poids moléculaire trop
éleveé pour pouvoir étre exsudée en quantités autés par les racines. Enfin, certains
des produits de dégradation de la molécule idéaileedt étre toxiques pour les larves
de moustiques. Le suivi de I'acquisition du xéntioe par les insectes en milieu
aquatique et des tests de toxicité sont donc é&salis

- Enfin la derniére étape consiste a tester I'effiéatde la stratégie avec I'association de
la molécule insecticide et de la plante aquaticgtenues. Aprés dépét foliaire de
l'insecticide, sa distribution dans le systeme mdaaquatique-larves est suivie, et la

toxicité mesurée sur des larves de moustiques.

C.3. Matériel et méthodes

C.3.1. Molécules de synthese

C.3.1.1. Le mannitol

CHa0H

Le mannitol est un polyol, forme réduite d'un suér six HO H
carbones, le mannose (figure 49). Le mannitol pEssdes HO——H
propriétés osmotiques impliquées dans la réponsekdmtes aux :::g:
stress abiotiques comme le froid, la salinité etséxheresse CH,0H
(Everardet al., 1992). Il est également impliqué chez plus d'une
centaine de végétaux supérieurs (notamment lesllidamies Figure 4
Apiaceae, Rubiaceae, oleaceae) dans le transpmgée distance Formule chimique

du carbone, au méme titre que le saccharose. Chezvégétaux, developpée du D-mannitol

le mannitol est un produit primaire de la photobgse qui transite des zones sources vers les
zones puitsyia le phloeme, ou il est chargé activement par d@ssporteurs spécifiques
(Noiraudet al.,2001). C’est pour ces propriétés systémiques guéiié choisi, ainsi que pour
ses propriétés chimiques : c’est une molécule Iphil® (log Kow = -2,47) de faible poids
moléculaire (182,17 g.md). Le “C-D-mannitol a été fourni par ICN Pharmaceuticals
(Activité speécifique : 32 mCi/mmol) et utilisé danse formulation contenant du Tween 80
au 1/1000,
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C.3.12. Le24-D

! {f \}\
L'acide 2 ,4-dichlorophenoxyacétique (2,4-D ; figur HO— & —CH, -0 - L “

50) est un herbicide sélectif des Dicotylédonesal&c “
1991). C’est un herbicide auxinique (phytohormookdisi Figure 50

pour ses propriétés systémiques. C'est égalememt U
molécule polaire (Log Kow = -0.83 a 25°C, pH 7)fdéle
poids moléculaire (221,04 g.ml

Le *C-2,4-D a été fourni par Sigma Aldrich (Activitéégjifique : 5,17 mCi/mmol) et utilisé

Formule chimique
développée du 2,4-D

dans une formulation contenant un solvant, le diyletulfoxide (DMSO, Prolabo) a 3/190
et du Tween 80 au 1/1000
C.3.1.3. Le glyphosate

Le glyphosate (Glycine,N-(Phosphonomethyl) ; fighfg est ! I

un herbicide de post-levée a large spectre d’adidarck H oH
Index, 1996). Il inhibe I'enzyme enolpyruvylshikitea3-

phosphate synthase, impliquée dans la synthesades Figure 51
aminés essentiels pour les plantes (Rogeed., 1983). Cette Formule chimique

molécule a été choisie pour ses propriétés systéraigt de développée du glyphosate

pénétration foliaire. C'est une molécule polaifeog Kow =

-3.2 & 25°C) de faible poids moléculaire (169,1a

Le YC-Glyphosate a été fourni par Sigrlirich, (Activité spécifique : 2,2 mCi/mmol) et a
été utilisé en solution avec un surfactant, le Tw8e (Prolabo) concentré a 1/160Cette
formulation permet d’augmenter la surface de cdrgatre les gouttes de dépot et la feuille, et

de faciliter la pénétration des xénobiotiques aersila cuticule.

C.3.1.4. Le méthyl-parathion

Le méthyl-parathion (O,0-diméthyl O-(4

nitrophényl) phosphorothioate) est un insecticic (cH 21,PC MO,

I
I

acaricide appartenant a la famille des organoplaggh
(Merck Index, 1996 ; figure 52). Il a une actic Figure 52

neurotoxique et agit au niveau des synap Formule chimique développée

du méthyl-parathion )
o]



cholinergiques, en inhibant I'acétylcholinestéra€ette substance active, parmi les plus
toxiques des organophosphorés, a été interditeagaupar I'Union Européenne (directive
91/414/CEE) et ne bénéficie plus d’autorisationmige sur le marché en France depuis 2003.
Le méthyl-parathion est une substance lipophilegg(Kow = 3) qui a un poids moléculaire de
263,23 g.mot. La molécule de synthése non marquée se présmmsdasforme d’une poudre
cristalline insoluble dans 'eau et a été utili@esolution dans du DMSO a 3%. La forme
marquée (activité spécifique : 13.8 mCi/mmol) edtisilisée dans du toluéne a été utilisée
dans une formulation contenant du Tween 80 au Df1Q@s substances actives froide et

radio-marquée ont été fournies par Sigma-Aldrich.

—w

C.3.1.5. Le diméthoate /::H3
O _cH,

H
N
H:sC/ \’.(\S/ 8]
Le diméthoate (Phosphorodithioate )

[(methylcarbamoyl)methyle] 0,0-dimethyle

)

figure 53) est un insecticide, acaricide apparten Figure 53
a la famille des organophosphorés (Merck Ind Formule chimique

1996). C'est un insecticide systémique, utilisé ¢ developpée du diméthoate

diverses cultures de fruits et de légumes, comtseinsectes suceurs de séve, comme les
pucerons. Les propriétés physico-chimiques de cetiécule lui permettent en effet d'étre
véhiculé dans la planteia la systémie phloémienne. C’est un neurotoxiquebitéur de
l'acétylcholinestérase qui posséde un spectre idiadarge et n'est pas employé en lutte
contre les populations de moustiques. Ce xénohietitiun poids moléculaire de 229 g.fhol
est relativement peu lipophile (Log Kow = 0.704)mmaré aux insecticides de la méme
famille utilisés en démoustication, le fénitrothiflmog Kow = 3,38) et le téméphos (Log
Kow = 4,90). La molécule de synthése radiomarqieégmethylene'C]-dimethoate, a été
fournie par Amersham. Son activité spécifique esbs mCi/mmol, il est pur a 87%.

Pour le suivi de la distribution de l'insecticidarnd un systéme plante-eau, nous
avons utilisé cette molécule radiomarquée, en rgélaavec une solution commerciale de
diméthoate (Techn’oate, Sipcam-Phyteurop) contedesitagents de formulation permettant
d’améliorer la pénétration foliaire. La molécule dgnthése non marquée utilisée pour
évaluer la toxicité du diméthoate pour les larvesnibustiques a été fournie par Sigma-
Aldrich.
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C.3.2. Matériel végétal

C.3.2.1. Le mais

Les semences de mais ont été mises a germer dansomeitions suivantes de
photopériode : 14 h d’éclairement, 10 h d'obscuritlee température : 25°C et d’humidité
relative : 80%. A I'apparition du coléoptile, lelaptules ont été transplantées dans des bacs
contenant du terreau, afin de favoriser leur dépmdment racinaire et foliaire, en conditions
contrblées (40% d’humidité relative). Les plantuleslisées pour les expériences de
laboratoire étaient agées de 10 jours (stade Begui

C.3.2.2. La massette

Les expériences ont été réalisées a partir d'iddivide taille homogéne (30 cm),
obtenus par bouturage de plantes de terrain ptéaiabt conditionnées en salle de culture

(description des conditions au paragraphe B.2.2.1.)

C.3.3. Matériel animal

C.3.3.1. Coquillettidia richiardii

Les larves deCoquillettidia utilisées pour les tests de laboratoire proviehrdm

préléevements sur le terrain (description de la od¢hd’échantillonnage au A.3.5.).

C.3.3.2. Aedes aegypti

Les individus de la souche Bora-Bora, de l'espdmles (Stegomyia aegypti
(Linnaeus, 1762) ont été élevés en conditions ét#es : 25°C, 80% d’humidité relative et
une photopériode simulant 16h de jour et 8h de f4tte espéce est sensible aux insecticides
de la famille des organophosphorés (Reyal., 2001), ce qui fait d’elle une espéce de

référence pour la réalisation de tests toxicologiqu
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C.3.4. Protocole de suivi de l'acquisition d’un géiotique par des larves de

moustiques

Des lots de 100 larves vivantes et mortes (1 raat60°C) dhe. aegyptau stade 4
ont été placés dans une solution d'insecticide mérgu'‘C (volume :5 mL, activité
spécifique : 55 mCi/mmol). La concentration en diméte choisie est sub-létale (4 pM)
n’induisant pas d'effet toxique durant le tempsxgé&rimentation. A 2, 6, 24 et 48 heures, les
larves ont été prélevées et lavées dans une gsoldtiosecticide froid (1 mM) a 3 reprises,
pesées, puis broyées dans I'éthanol. La radiogefwésente dans le bain (y compris celle des

solutions de ringcage) et dans les broyats de larersuite été mesurée Pescintillation.

C.3.5. Protocole des tests toxicologiques suekarde moustiques

Les tests toxicologiques, ou bioessais, ont étéséSaen triplicats pour I'espéedee.
aegyptj et en duplicats pour I'espé@a. richiardii, dans des gobelets en plastique contenant
chacun 50 mL de solution aqueuse a différenteserdrations en insecticide. 20 larves de
taille standard @"stade de développement larvaire) ont été dispat@eschaque gobelet et
le nombre de larves mortes dans chaque lot a éétéa2h, 4h, 8h, 24h et 48h aprés le début
du bioessai. Les larves n'ont pas été nourries g@ntk bioessais, et aucun support de
fixation n'a été apporté pour les larves@g richiardii.

La sensibilité larvaire aux différentes concentragi de diméthoate en fonction du
temps a été exprimée par le calcul du taux de titér(&o). Si celui-ci était supérieur a 20%
dans le lot de larves témoin, le test était anrbide taux était compris entre 5 et 20%, une
correction devait étre effectuée grace a la forrdiAdbott (1925) :

Mortalité dans le lot test — mortalité dans letéahoin

Pourcentage de mortalité corrigé = x 100
100 - mortalité dans le lot témoin

Les données ont été analysées par le logiciel rogi#P(Raymond, 1993), qui calcule les
CLso (concentration létale pour 50% des individus).
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C.3.6. Protocole d’extraction des xénobiotiquesplantes

> Extraction des xénobiotiques

L'extraction des molécules radioactives conterdass les plantes a été réalisée apres
dissection des organes aériens (feuilles) et sainer(racines). Ces parties végétales ont été
pesées puis broyées a deux reprises, dans depaaul’extraction des composés polaires
(glyphosate, 2,4-D et mannitol) ou dans de I'éthi@am (50/50) pour les composés plus
lipophiles (méthyl-paration et diméthoate). Chahuaeyage a été suivi d’'une centrifugation,

et le surnageant a été récupéré pour doser le icdiople (figure 54).

» Révélation de la répartition des xénobiotiques dades plantes

La radioactivité présente dans chaque échantllété mesurée a I'aide d’'un appareil
de comptage & scintillation (1414 Winspedifalwallac). Les résultats sont exprimés en
nombre de désintégrations par minute (DPM). En ¢ément, un herbier a été réalisé avec
un individu traité pour une révélation de la dhtition dans la plante de la radioactivité, a

I'aide du Cyclone (Perkin EImer®) et d’un logici## traitement (optiquahf).
La présence de diméthoate, non marqué, dans tesitexde plantes, a été mise en

évidence par exposition de larves de moustique®sa extraits dans le cadre de tests
toxicologiques.
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Matériel végétal e Traitement : xénobiotique

l B ——— Dissection deS Organes a Tn

Broyage (dans I'eau) |

|

Centrifugation (10min ; 3000tr/min)

l \ Dosage de la

/V radioactivité
Broyage du culot dans un mélange Récupération du
éthanol/eau (50/50) surnageant \
Concentration (V =
1mL)
Centrifugation (10min ; 3000tr/min) l

| Dilution au 1/50e |

|

\ Dosage de la —

radioactivité Revgle}tlpn de
toxicité en

bioessais

Figure 54 : Protocole d’extraction et de révélation de fgaréition des xénobiotiques dans les plantes

T, : Temps apres traitement des plantes (n = nonjeuds)

C.4. Résultats

C.4.1. Mise au point du protocole de traitemerstglantes
C.4.1.1. Choix des conditions de traitement
» Formulation
Les substances actives ont été formulées avarierntrant par adjonction d’une

substance tensioactive, le Tween 80. Une dilution 14006 a été retenue car elle

n’entratnait pas d’effet phytotoxique visible ses Iplantes de mais aprés 14 jours de suivi
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(absence de nécroses foliaires, développement mlogiue similaire aux témoins, gain de
biomasse similaire aux témoins (test de Mann & Wiyit: U = 2; p = 0,8)). L'ajout de

surfactant a cette concentration permet d'augméatsurface d’échange entre la gouttelette
d'eau et la cuticule de la feuille. Cela limite Ipertes de produits par ruissellement et

favorise la partition du xénobiotique entre cesxd@atrices (figure 55).

Figure 55:

Photographie illustrant I'adhérence des
microgouttes a un support vertical aprés ajout
de Tween 80 (tensioactif) & la solution de
dépot. (Vue de desst

» Conditions de culture

Dans les conditions régnant en salle de culturet@u#riode : 14 heures de jour, 10
heures de nuit ; 25°C et 40% HR), I'évaporationideples dépdts foliaires a été observée
entrainant une cristallisation du xénobiotique.cBdait, la pénétration trans-cuticulaire de la
matiére active était fortement compromise et ngraguctible. Afin d’améliorer le transit
dans la cuticule des feuilles, les dispositifs étdt placés 24h a I'obscurité et en condition
d’humidité saturante. Dans ces conditions, I'assp@nt des microgouttes est évité, et la
transpiration des plantes est limitée, ce qui feola pénétration du xénobiotique. Pour la
suite de I'expérience, les dispositifs ont été @daen conditions contrdlées, le volume d’eau
dans lequel baignaient les racines (bain) étantsramiveau régulierement pour éviter un

stress hydrique des plantes.

> Durée de |'expérience

Afin de suivre la cinétique de distribution des aBiotiques, une autoradiographie
des organes disséqués de plantules traitées éadit®e apres 7 et 14 jours, et la radioactivité
a été mesurée tous les 7 jours dans les plantesigties 2 jours dans le bain. Une durée
totale d’expérience de 14 jours a finalement ét@disih pour comparer la pénétration des
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différents xénobiotiques dans les plantes, leunsfiext et leur libération dans le bain (4

réplicats).

> Volume et concentration

Les dépbts de la solution formulée de xénobiotiqoe été
effectués a l'aide d'une microseringue (HamiltonDes
microgouttes ont été déposées sur la face supérune feuille
chlorophyllienne de chaque plantule, a raison deildcm? de
surface foliaire (figure 56). Pour chaque xénobjiod), des test

préliminaires ont été réalisés avec une gamme dati@ déposée

Figure 56:

sur les feuilles, afin de suivre I'apparition pdielte d'effets
phytotoxiques. Les symptomes suivis sont 'obséovate nécroses Photo du dépot foliaire
foliai td wurbati du dével rgstiar | Vi de micro-gouttes de
oliaires et de perturbations du développementrespar le suivi de 14C_2 4-D sur mais.
masses séches pendant 14 jours de traitement. &ré&e mesures,

les quantités de xénobiotiques sélectionnées pmierpériences sont listées dans le tableau
14. Pour ces doses utilisées, aucun effet phyimpuexin'est observé (tests de Mann &
Whitney : p > 0,05), excepté pour le glyphosate esti un herbicide puissant sur mais.
Cependant, I'étude du glyphosate reste intéressdiotee part comme molécule modeéle
(transfert phloémien) et d’autre part, pour seppébdés herbicides sur le support végétal de

fixation des larves d€oquillettidia

Tableau 14: Récapitulatif des concentrations des xénobiesqutilisés en traitement foliaire
Mesures de I'effet phytotoxique par comparaisonrdasses séches de plantules traitées (N=4)
et témoin (N=4) apres 14 jours (tests de Mann &Wat)).

p < 0,05 signifie un effet phytotoxique signifidati

. Concentration Quantité Effets phytotoxiques
Concentration des Volume
Xénobiotique uti (malL) en radioactivité i (L) déposée par sur le
solutions (m éposé 4
g (DPM/L) p K plante (uig) développement
Mannitol 155 60000 10 1.55 Non (p=0,13)
2,4-D 81 4200 100 8.05 Non (p=0,83)
Glyphosate 225 6500 100 22.5 Oui (p=0,004)
Méthyl-parathion 470 55000 10 4.7 Non (p=0,52)
Diméthoate 5000 Non marquée 400 2000 Non (p=0,81)
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C.4.1.2. Screening de différents xénobiotiques d@ats au transfert phloemien

A cette étape de la démarche expérimentale, noossasomparé les capacités de
différents xénobiotiques a pénétrer, transféressdare plantule de mais et a étre libérés par
ses racines. Le choix des substances actives p@$é sur des molécules naturelles
transportées par le phloéme (mannitol), des madéculécrites comme systémiques
phloémiennes (2,4-D et glyphosate) et des insdetici potentiellement a systémie
descendante (diméthoate, méthyl-parathion). Potte alection de matiére active, nous
avons utilisé une plante modéle a germinationassance rapide : le magga mayp

> Mannitol

Le mannitol a trés bien pénétré dans les feuilkeplentules de mais, puisque plus de
99% de la quantité déposée sont retrouvés danstense plante-eau apres 14 jours (tableau
15). Le mannitol est accumulé dans la feuille émitles plantes, et seulement 5,2% de la
guantité déposée a migré dans les autres orgasqdatees. 2,4% ont migré vers les racines,
dont 30% a été libéré dans I'eau. La pénétratiomdanitol dans les plantules de mais est
excellente mais le transfert depuis la feuilletémivers les racines est trés faible.

Tableau 1t : Répartition des différents xénobiotiques radioqués dans les compartiments
du systéme plantule de mais/bain, 14 jours apréaitement.

Proportion (%) aprées 14 jours de la dose en xénobiotique déposée a TO

Xénobiotique FraFthn NN Eeville traitée F"’?‘”'es Racines Bain Pertes
pénétrée aériennes
Mannitol 0,08 94,67 2,80 1,72 0,71 0,02
2,4-D 15,8 61,5 0,8 1,4 1,3 18,2
Glyphosate 13,8 34,1 9,7 2,0 24,6 15,8
Meéthyl 23,60 48,27 1,12 0,63 0,15 26,22
parathion
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» 2,4-D

D’aprés I'autoradiographie (figure 57) et le dosggantitatif des échantillons (tableau
15), le 2,4-D s’est réparti dans tous les orgamel glante traitée, ainsi que dans la solution
dans laquelle baignent les racines, 14 jours apaiement. Il s’accumule principalement
dans la feuille traitée, ou I'on retrouve 62% deddioactivité totale déposée. Une proportion
trés faible de I'herbicide a transféré dans la t@aouisque moins de 5% de la quantité
déposée est retrouvée dans les parties aériennesaitées, dans les racines et dans I'eau.

Environ 1,4% de la radioactivité déposée a étédib@ar les racines dans la solution.
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néoformée traitée néoformée traitée
Herbier Autoradiographie correspondant

Figure 57 : Répartition di'C-2,4-D dans une plantule de mais 14 jours aprgstdéliaire 5
individus (figure 58) mais la concentration du x@itique dans le bain augmente

progressivement durant les 14 jours d’expériencésajpaitement.
Les résultats obtenus démontrent la capacité diD2ansi formulé a franchir la
barriere cuticulaire des feuilles, mais son transgans la plante reste faible, ainsi que les

quantités libérées dans le milieu aquatique.
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Figure 58: Cinétique de libération du 2,4-D dans I'eau garracines de plantules de mais

» Glyphosate

Le glyphosate a bien pénétré dans les feuilleslaletydes de mais, puisque plus de
70% de la quantité déposée est retrouvée danstensy plante-eau apres 14 jours (tableau
15). Le glyphosate est présent en plus grande iggig3d,1%) dans la feuille traitée des
plantes, mais un peu plus du tiers de la quanéfgosée (36,3%) a migré dans les autres
organes des plantes. Le quart de la quantité deaett/ité déposée est retrouvée dans le bain
(24,6%) soit 12 fois plus que dans les tissus ediEn, ce qui suggere une libération massive

du produit par les racines.

5cm B rm
| I

Figure 59: Effets phytotoxiques du glyphosate sur les plastde mais aprés 14 jours

A : plante non traitée ; B : plante traitée ave5p® de glyphosate



Un effet phytotoxique évident du glyphosate a laedde 225 mg/L a été noté sur les
plantules de mais. Il s’est traduit par I'apparitae nécroses et de brilures sur les feuilles dés
7 jours de traitement, par la diminution de la bésse racinaire et la mort prématurée de
nombreuses racines, et par I'obtention d’un bais trouble (figure 59). Le suivi des mesures
biométriques des plantes met en évidence un arkt droissance foliaire des plantes traitées
dés 7 jours, puis leur dessechement ; elles sdbis2moins longues (test U de Mann &
Whitney, U=1 ; p=0, 006) et 3 fois plus légérestléd de Mann & Whitney, U=0 ; p=0, 004)
apres 14 jours que des feuilles de plantes ténale@u 16). Un effet est visible entre 7 et 14
jours sur les racines, qui arrétent leur croissat@mnt deux fois plus Iégéres que les racines
de plantes non traitées a 14 jours. Ces symptéugggeent une lyse cellulaire importante au
niveau des racines aprés 7 jours qui expliqueadib&ration importante de radioactivité dans

le bain.

Tableau 16: Effets phytotoxiques du glyphosate sur la canisg des feuilles et racines de mais

Rapport plante traitée/plante témoin

Longueur des feuilles | Masse séche des | Longueur des racines | Masse séche des

Nombre de jours

(cm) feuilles (g) (cm) racines (g)

Témoin 7 jours 25,35 +1,54 0,09 +0,01 12,23 £2,79 0,14 +0,02
Traité 7 jours 12,83 +2,13 0,05 +0,01 13,17 #2,31 0,13 +0,02
Témoin 14 jours 26,27 8,21 0,13 0,04 17,17 6,11 0,13 +0,04
Traité 14 jours 13,67 +3,50 0,05 +0,02 13,25 £3,47 0,07 +0,02

Les résultats obtenus démontrent la capacité dahgkate a pénétrer dans la plante en
grande quantité. Cet herbicide a la dose utilis@sgnte des effets phytotoxiques sur les
plantules de mais, mais les fortes proportionsadiioactivité transférées dans la plante et
libérées dans le bain confirment les propriétésésyigues du glyphosate en systéme

hydroponique.

» Méthyl-parathion

L’expérience de traitement foliaire des plantesvéigs au**C-méthyl-parathion a eu
un rendement plus faible que les autres expériemas du quart de la quantité déposée
n'étant pas retrouvée (tableau 15). Les 2/3 deddoactivité retrouvée ont pénétré dans la
plante, dont 96,2% est accumulé dans la feuilléégaaprés 14 jours. La quantité de
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radioactivité ayant migré de la feuille traitées/brs autres organes est tres faible (3,8% de la
guantité pénétrée). Les feuilles non traitées eqt 'essentiel de la radioactivité transférée
(2.2% de la quantité pénétrée), les proportioneugtes dans les racines (1,25%) et dans le
bain (0,3%) sont trés faibles.

Le méthyl-parathion pénétre assez bien dans leggslaa partir d'un dépot foliaire

mais son transfert vers les racines et le baitr&sfaible.

> Diméthoate :

La révélation de la distribution de I'insecticidand le systéeme mais-eau a été réalisée
a travers des tests toxicologiques ou les larvanalgstiques ont été exposées aux extraits de
plantes traitées. Les extraits de plantes témodnpréasentent pas de toxicité alors que ceux
des plantes traitées sont tous toxiques pour legedade moustiques (figure 60). Le
xénobiotique est majoritairement présent dansudléetraitée, mais il a été transféré dans les
autres feuilles et dans les racines en quantitdisantes pour étre révélées par bioessais. La
toxicité du bain est faible mais suggere la présete xénobiotique, & une concentration
avoisinant la limite de sensibilité des larves.

Ces bioessais montrent que le diméthoate a pédati la plante et y a transféré. Un

effet insecticide libéré dans le bain par les resiest observé.
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Figure 6C : Toxicité a 48h de différents extraits de plamtesnais traitées au diméthoate
sur des larved’Aedes aegypti
Traitement : dose de diméthoate appliquée parelant

Mortalité moyenne calculée a partir de 4 réplicats.
** . différence significative avec le t¢émoin (Ma&nWhitney), p< 0,01.



> Sélection des substances actives a systémie plapngei

L'étude du transfert phloémien des cing moléculéx@dentes sur plantules de mais
nous a permis de mettre en évidence les propriggégmiques intéressantes de deux
molécules : le glyphosate et le diméthoate. Ceg®outds semblent pénétrer dans les feuilles
et étre réparties dans I'ensemble des organes plarige traitée. Le résultat marquant est la
libération par les racines d&-glyphosate et d’'un pouvoir insecticide li¢ au éinvate, dans
le bain aprés 14 jours. Ces deux molécules sortt dbaoisies pour valider le protocole de la

stratégie insecticide sur des plantes aquatiques.

C.4.1.3. Transfert phloémien du glyphosate et dméthoate dans une plante aquatique

Nous avons choisi d'utiliser les massett€gpha latifolig comme modéle de plante
aquatique, car les larves @mquillettidia se fixent aux racines de cette espéce végétale

natura

» Glyphosate

Aucun effet phytotoxique dd a l'application de dhgsate a la dose sélectionnée n'a été

observé sur les plantes de massette (figure 61).

Le YC-glyphosate a pénétré a 99% dans les plantesest ®parti dans tous les
compartiments du systéme massette-eau, 14 joumss apaitement (tableau 17). Il est
principalement localisé au niveau de la feuillété ot la quantité moyenne de matiére
active mesurée correspond a 81,6% du total dégossulement 17% du total est exporté.
Les parties souterraines (rhizome + racines) reptésat le compartiment qui accumule le
plus de radioactivité apres la feuille traitée. @epartiment a accumulé en moyenne 7,6%
du glyphosate total déposé et en a libéré 2,6% dansilieu. Plus de la moitié de la

radioactivité exportée est mesurée dans les padigerraines (58,3%).
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Figure 61 : Photographies des racines et des feuilles diarge de massette traitée au
glyphosate 14 jours aprés traitement.

Dose appliquée22,511g. Racines et feuilles en bon état, pas deséwisible.

Tableau 17: Répartition du'C-glyphosate dans les différents compartimentsydtéme
massette/eau, 14 jours apres traitement.

Proportion (%) apres 14 jours de la dose en xénobiotique déposée a TO

Fraction non . " Parties Parties
Feuille traitée

PR o . Bain Pertes
pénétrée aériennes souterraines

Xénobiotique

Glyphosate 0,9 81,6 7,3 7,6 2,6 0

La cinétique de libération dtf{C-glyphosate par les racines n'est pas similainer po
'ensemble des plantes (figure 62). Les plantes3lprésentent une cinétiqgue semblable, avec
une libération réguliere de matiere active au calurgemps. La plante 2 montre une trés
faible libération de glyphosate, 7 jours apréddraent. L'observation du réseau racinaire des
plantes 1 et 3 témoigne d'un état biologique erewié létalité puisque certaines racines
montrent une lyse cellulaire avancée. La plantesz@de a 14 jours un réseau racinaire mieux
développé et plus fonctionnel. Ces observationskamhindiquer que le transfert phloémien

du glyphosate a été moins efficace dans la plante 2
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Figure 62: Cinétique de libération du glyphosate par deses de massette

Le glyphosate est une molécule modéle qui nousriamip de démontrer I'existence
du transfert d’'un xénobiotique des parties aérisnrggétales jusqu’a sa libération dans le
milieu liquide environnant les racines et ceci graaun transfert phloémien a longue distance

au sein d’'une plante aquatique.

> Diméthoate

Aucun effet phytotoxique n’a été observé, 14 japses dépbt du diméthoate.
La quantité de diméthoate ayant pénétré dans taepksst importante (prés de 90%). 1% de la
guantité déposée a migré vers les parties soutegadont 22% sont retrouvés dans le bain

apres 14 jours (tableau 18).

Tableau 18 : Répartition dd’'C-diméthoate dans le systéme massette/eau, 14gpr&s traitement.

Les feuilles ont toutes été traitées et ont étéorgrees (parties aériennes).

Proportion (%) aprées 14 jours de la dose en xénobiotique déposée a TO

Fraction non Parties Parties

Xénobiotique PPN i A Bain Pertes
pénétrée aériennes souterraines
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Diméthoate 7.09 89.59 0.79 0.22 211

Les résultats de cette expérience montrent uneebpénétration du diméthoate dans

la plante et le transfert vers les racines d'uiit@ddgroportion du xénobiotique déposé.

Les résultats obtenus avec le glyphosate metterévetence la possibilité pour ce
xénobiotique polaire de pénétrer dans une planiatape sur lagquelle il a été préalablement
déposé, d'y transférer et d’'étre libéré par lesnexdans le milieu aquatique. Le diméthoate
montre une bonne pénétration trans-cuticulaire reaiable étre transféré en moins grande
guantité en direction des racines et du bain. @sereations valident donc le protocole de

notre stratégie insecticide.

C.4.1.4. Discussion

Nos résultats montrent que les cing moléculesdestéont pas toutes des propriétés
leur permettant de pénétrer dans les plantes,rdhstérer et d’étre libérées dans le milieu
extérieur par les racines.

Une part trés importante du mannitol déposé suielgiies a pénétré dans les plantes,
mais de trés faibles proportions ont été priseshamge dans le phloéme car la concentration
en mannitol dans les organes puits (racines eiepaatriennes non traitées) est 19 fois plus
petite que dans les feuilles traitées. La faiblepprtion du mannitol transportée dans le
phloéme du mais peut s’expliquer par le fait qutecespéce végétale ne l'utilise pas dans le
transport a longue distance du carbone. On peuttrenitnypothése que les cellules du mais
ne possédent pas de transporteur membranaire igpéctfu mannitol, au contraire d’autres
espéces d'importance agricole appartenant aux leEsmiles Apiaceae, Rubiaceae, Oleaceae
(Noiraudet al.,2001). Le mannitol n’étant pas pris en chargecaffiement dans le phloéme
des plantes de mais, cette molécule n'est pasigéalr valider notre protocole de traitement

insecticide.

Le 2,4-D est un acide faible en milieu acide, gla particularité d’étre chargé dans la

circulation phloémienne par le phénoméne de piégeléarides. Dans I'espace apoplastique
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entourant les tubes criblés du phloeme, les adaleles de pKa proche de 6 sont sous forme
neutre (R-COOH), relativement lipophile, ce quirlqaermet de franchir les membranes
biologiques et de se retrouver dans la circulgpbioemienne. Dans la séve du phloéme, qui
est a pH 8, ces molécules sont en revanche préseateritairement sous forme ionisée (R-
COO0), trés hydrophile, qui peut difficilement sortiu adompartiment cellulaire. Les acides
faibles pénétrent donc facilement dans le phloéme sont piégés, ce qui leur confére des
propriétés systémiques intéressantes (tableau Kl@ipr, 1988). Le 2,4-D étant une
phytohormone auxinique, il est reconnu par lessparteurs de I'auxine et peut également
migrer dans la plante en croissance par transféfteatre les cellules.

D’aprés nos résultats, le 2,4-D pénetre bien dass féuilles de mais avec la
formulation testée, mais la quantité qui migre danglante en 14 jours (3.5% de la quantité
déposée) parait faible pour une molécule systémiGes résultats sont trés proches de ceux
décrits par Gauvrit et Gaillardon (1991), égalensmtmais, qui montrent une pénétration de
66%, apreés 24 heures, du 2,4-D déposé sur ledefeifpplantules au stade 4 feuilles), et
I'exportation de moins de 1,5% de I'herbicide, st trés vite dégradé (80% en 72 heures).
Le 2,4-D n’étant pas efficacement exporté vers rlasnes de la plante et libéré dans

I'environnement, ce n’est pas la molécule permétiarvalider notre protocole.

Le méthyl-parathion est un insecticide utilisé daegains pays contre les ravageurs
de culture, notamment les insectes suceurs de séaig, il agit par contact, et non par
ingestion dans la séve, comme la plupart des iicties systémiques utilisés en lutte anti-
pucerons. C’est un insecticide a volatilité relathent élevée (0.14 mgim 20 °C), ce qui
peut expliquer les pertes assez importantes obseii&anders & Seiber, 1983). Le méthyl-
parathion est décrit comme un organo-phosphorésgstémique dans les plantes par 'OMS
(WHO, 1995), ce qui peut expliquer le faible tramsfobservé dans les plantes de mais
(tableau 19). De par sa lipophilie élevée, sonsitatans la cuticule des feuilles par diffusion
est facilité, mais il est probable qu’il s’accumelesuite dans les membranes biologiques, ce
qui limiterait son chargement dans le phloéme. frepriétés du méthyl-parathion n’en font

pas une molécule modéle pour la mise au point deddégie de contréle dgoquillettidia

Le glyphosate pénétre bien dans les feuilles deseti®s malgré son caractére trés
hydrophile (tableau 19), notamment grace a l'ajpun surfactant (Spranklet al., 1975).
Les cuticules des feuilles sont en effet pourviepates les rendant perméables aux solutions
aqueuses et aux ions en solution, d'autant plusjloun surfactant est ajouté (Schénherr,
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2006). La quantité de glyphosate transportée demplantes de massettes est plus importante
gue les quantités de mannitol, 2,4-D et méthyl4héwa ayant migré dans des plantes de mais
aprés 14 jours. La forte migration du glyphosatexglique par le fait qu’il est chargé
activement dans le phloéme par des transporteugsodgements phosphate (Denis et Delrot,
1993), et que son transfert est renforcé par le@mhéne du piégeage d’acide, qui s'applique
a cette molécule. Le dépot foliaire de formulatisimilaires de glyphosate a été réalisé par
Satchivi et al. (2000) sur les planteébutilon theophrastiMedic. (1787, famille des
Malvaceae) ebetaria faberiF. Herm. (1910, famille des Poaceae). Les résuttat montré la
pénétration de 25 a 43% du glyphosate déposé, uzdheaprés traitement, en fonction de
'espéce végétale, soit un taux de pénétration [dilsle que celui calculé dans notre
expérience sulypha latifolia (64% de pénétration). 17% du glyphosate déposérsferé
dans les plants dé. theophrasti 37% dans ceux d&. faberiaprés 72 heures, valeur
supérieure a la quantité moyenne exportée parel@fiefs traitées dé. latifolia dans notre
expérience (17,5%). Cette substance active permetatider le protocole de traitement
foliaire des plantes et démontre que le transferkénhobiotiques par voie phloemienne est
possible dans un modéle de plante aquatiquiatifolia.

Le glyphosate semble induire des lyses cellulaatesiveau des racines et ceci a de
faibles doses. De ce fait, la fixation des larve€Cdquillettidia sur les racines pourrait s’en
trouver perturbée car la structure méme des tissugirtout la présence des aérenchymes
seraient modifiées. Par conséquent, I'impact ditetreent herbicide pourrait avoir un role
insecticide indirect et pourrait jouer un réle démsontrdle des populations @aquillettidia
Cette stratégie semble peu appropriée car lesgiajuatiques apparaissent sensibles au
glyphosate et son utilisation a grande échelle na@tuavoir une répercussion sur I'ensemble
de la zone humide en déstructurant totalement ueard végétal. L'impact écologique serait
alors important sur la diversité végétale et anim@l'est pour cette raison que nous avons
poursuivi notre étude pour sélectionner une matétive insecticide qui, appliquée avec une
formulation adéquate et a de faibles doses, pdwagii de facon ciblée au niveau racinaire

sur les larves d€oquillettidia

La meilleure molécule candidate pour la validatitenla stratégie larvicide a ce stade
de I'étude est le diméthoathe. D'aprés les résullas tests toxicologiques et du suivi de la
molécule radiomarquée, cette substance active sebidh pénétrer dans la plante et semble

étre transférée vers d’autres organes depuisudietetraitées, puis libérée par les racines.

83



Santi et de Pietri-Tonelli (1959) ont les premiengs en évidence les propriétés
systémiques du diméthoate par des expériencesantilla molécule radiomarquée ¥R en
application foliaire sur des plants de haricots ¢int montré que des quantités non
négligeables d'insecticides étaient présentes @anuits des plantes traitées, permettant un
contrdle d'insectes ravageurs de cultures. De neudas études ont ainsi analysé la
distribution du diméthoate au cours du temps dassfilits et légumes traités, destinés a la
récolte, mais celles qui mentionnent un transpers \Jes parties souterraines sont rares. De
trés faibles quantités d'insecticides sont retr@svdans des carottes (parties souterraines),
guelgues semaines apres le traitement foliaireptieses au diméthoate (FAO, 1985). Santi
(1962) a observé un transport massif°tRe-diméthoate, depuis le tronc d’un citronnier ol
l'insecticide avait été injecté, vers les feuillesles fruits de I'arbre, mais de tres faibles
guantités ont été retrouvées au niveau des radirefiméthoate est donc massivement utilisé
en traitement de plantes de cultures pour luttetreain large spectre d’insectes et d’acariens.
Il n'est pas utilisé en démoustication, mais alfaltjet de quelques études en laboratoire sur
certaines espéces de moustiques aux stades larvBizax hypothéses pourraient expliquer
les propriétés systémiques du diméthoate. Toutodéhbcet organophosphoré pourrait,
comme le glyphosate, étre reconnu et chargé danshl@me par des transporteurs a
groupements phosphate. Cependant, I'analyse @ertaife développée de la molécule (figure
53) indique qu’elle posséde un groupement thio-phate (atomes de soufre et de phosphore
sur le méme groupement) différent du groupemensptate du glyphosate (figure 51). De
plus, le diméthoate a montré un transfert phloénpiets faible que le glyphosate dans nos
expériences, ce qui nous permet d'envisager unendechypothese. Le diméthoate est une
substance active a lipophilie intermédiaire (tabld®), ce qui lui confére une mobilité a
travers les membranes biologiques que n’ont pasrmidécules lipophiles ou hydrophiles, et
lui permet d’'étre chargé sans nécessiter de trangpdif (Scalla, 1991). Le diméthoate
présente donc les qualités requises pour la mispoat d’'une stratégie de contrble de
Coquillettidia, il est donc retenu pour la suite de I'étude.

Les résultats que nous obtenons confirment queainertxénobiotiques peuvent
pénétrer et migrer dans les plantes aquatique®sigeteT. latifolia, qui servent de support
de fixation aux larves d€oquillettidia, et étre libérés dans le milieu ou elles évoluent
(tableau 19). Les plants de massette sont doncode modéles pour I'application de la
stratégie larvicide. La prochaine étape consistaeltre au point le protocole de stratégie
insecticide, avec une molécule & action insectioddeaux propriétés systémiques, le

diméthoate, dans un systéme plante-eau-larves dstiqoes.
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Tableau 19: Comparaison des propriétés systémiques des Sreméétives utilisées.

Echelle de Systémie phloémienne 14 J (% dose dépo!
i Substance ) ) ) ) Chargemen
Polarité _ Racines| Bain | Racines| Bain . Réference;
active . . phloémien
(log Kow) mais mais | massette massette
Hydrophile Piegeage
Glyphosate 2,0 24,6 7,6 2,6 d’'acides + [1]
3.2 transporteur
2 47— Mannitol 1,72 0,71 transporteur [2]
Piégeage
-0,83 T 2,4-D 1,4 1,3 - - , (3]
d’'acides
07—+ o Non Non Lipophilie .
' Diméthoate - - 0,79 0,22 ) o Hypothése
quantifié | quantifié intermédiaire
31— Méthyl- Lipophilie Hypothese,
Libophile” y 0,63 0,15 _ i p, L P .
Ipophile parathion intermédiaire | non décrit

RéféreMdése au point de la stratégie larvicidecawe insecticide systémique
[1] : Denis & Delrot, 1993 ; [2] : Noiraudt al, 2001 ; [3] : Kleier, 1988.

C.4.2.1. Mise en évidence de ['effet larvicide diméthoate

Les résultats des expériences de traitement ddeglale mais et de massettes au
diméthoate ont montré la capacité de cet inseetiaighénétrer dans les feuilles, & transférer
dans la plante, et a étre libéré dans le baininSetticide posséde les propriétés systémiques
requises pour l'utilisation dans la stratégie dgeleontre les larves de moustiques, mais il
reste & évaluer sa toxicité sur ces insectes. Liaitipn de l'insecticide par les larves et des

bioessais ont donc été réalisés avec des lardesids aegyptt deCoquillettidia richiardii.

» Acquisition du diméthoate par les larves de moustiq

Les larves de moustique vivantes exposées a uméosolsub-létale de diméthoate
(concentration : 4,10 umol/L) acquiérent I'inseictecau fil du temps (figure 63). Le rapport
entre les concentrations de diméthoate dans leedafConcentration interne) et dans le
milieu extérieur (Concentration externe) augmetgaificativement avec le temps (Anova,
F= 36,78 ; 3 ddl; p<0,0001). Les larves mortesuaadent également l'insecticide en
fonction du temps (Anova, F = 16,07 ; 3 ddl ; p,edl).
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Figure 63: Cinétiques d’acquisition du dimethoate par degds de moustiques
mortes et vivantes, sur 48Moyennes calculées a partir de triplicats

Les cinétiques d’acquisition du diméthoate des darwivantes et mortes sont
significativement différentes (Anova, F = 8,19 ;ddil ; p < 0,011). Elle est plus rapide
pendant les premiéres heures pour les larves mates pour les larves vivantes
(concentration interne 2 fois plus élevée aprés f@iliy ralentit (concentration interne 1,3 fois
plus élevée a 24h et 1,1 fois plus élevée a 48k.dinétiques n’atteignent pas de plateau au
bout de 48h, ce qui signifie que les larves cortimiud’acquérir le diméthoate aprés 2 jours

d’exposition.

» Toxicité du diméthoate sur les larves de moustique

Les bioessais ont été réalisés avec la gamme deemwations en diméthoate
suivante : 0 mg/L (témoain), 2, 4, 6, 8 et 10 md/es premiéres larves mortes sont apparues
apres les 8 premiéres heures dans les solutiodsydhoate. La mortalité dans les témoins
était inférieure & 5% pour I'ensemble des lotsateds a 48h. A 24h, la G§.du diméthoate
mesurée sur des larves @g. richiardii est 6 fois plus grande que celle des larvesed’
aegypti (tableau 20). Cette différence de sensibilité eestore importante a 48h, la &L
mesurée sur des larves @g. richiardii étant 3,7 fois plus importante que celle des k&rve
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d’'Ae. aegyptiLes larves d€q. richiardii sont donc moins sensibles au diméthoate que celles

d’Ae. aegypti

Tableau 20: Tableau comparatif des s, d’Aedes aegypgt Coquillettidia richiardii
au diméthoate a 24 et 48h

Toxicité du diméthoate en solution

Clso & 24h (mg/l) tES  ClLg & 48h (mg/l)  ES

Aedes aegypti 4,24 +0,79 2,58 +0,36

Coquillettidia richiardii 25+0,24 9,60 + 0,28

Ces résultats montrent que les larves de moustispreiscapables d’acquérir au sein
de leurs tissus le diméthoate et montrent une inertaensibilité au diméthoate. Cette
molécule organophosphorée a donc les propriétéstingles et systémiques requises pour

étre utilisé en traitement foliaire dans la straé@lp lutte contr€oquillettidia

C.4.2.2. Mise au point du protocole de la stragtarvicide avec le diméthoate

> Protocole de traitement retenu

L'application foliaire du diméthoate ne devait pargtrainer d'effet toxique pour la
plante, mais devait étre effectuée a une dosesauifinent élevée pour que les exsudats soient
toxiques pour des larves de moustiques. La coratésnr en diméthoate retenue pour
l'application foliaire est de 2 g/L, cette concenibn n'ayant pas entrainé d'effet
phytotoxique sur les plantes de massette. Le voloragimal de solution qui pouvait étre
déposé sur la surface foliaire des plantes étad00euL, correspondant & une dose de 0,5 mg

de diméthoate a chaque traitement.

Il a donc été décidé de procéder a plusieurs inaités successifs a la dose de 0,5mg,
afin d’augmenter la quantité totale déposée toytretegeant le développement de la plante.
La répétition des traitements a eu lieu tous lgsurs, les individus (duplicats) étant traités a

2, 3, ou 4 reprises, deux plantes ne subissardg#sitement au diméthoate (témoins). A 14,
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21 et 28 jours, un lot de 2 plantes a été retirédiévaluer le transfert du diméthoate dans les
organes végétaux (figure 64).

JO J7 Ji4 J21 J28
""""""""""""""""""""""""""""" > Lotl
0,5 mg 1mg
> ] e > Lot 2 : 2 traitemen tg
1,5mg
[ > [ > [ » Lot 3 : 3 traitements
2mg
b > | e > H e > He > Lot4: 4

traitements

Figure 64 : Schéma de traitement des plantes au diméthaatpplications répétées
JO : jour O de I'expérience.

Figure 65 : Photographies d’une méme plante & JO et api&“leraitement (J21)
La surface foliaire a augmenté et le réseau raeirsést développé. Pas de nécroses

viicihlAae

Le suivi de la libération de radioactivité dans&n des plantes a été réalisé a partir
d’aliquotes prélevées tous les 7 jours. Aucunetplara montré de signe de phytotoxicité,
méme apres 4 traitements consécutifs (figure 65).
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> Suivi de la distribution du diméthoate dans le &y massette-eau

La quantité de diméthoate appliquée en dépdt feliqui pénéetre dans les plantes est
constante (90%), quelle que soit la dose a lagselé soumis les individus. La proportion du
xénobiotique qui transfere depuis les feuilles Vessparties souterraines est faible (moins de
2%) mais augmente avec la dose appliquée et laeddeél’'expérience (tableau 21). La
guantité de radioactivité retrouvée dans le bagnante avec la dose d’application (Anova,
Fi13= 27.455; p < 0,0001 ; figure 66), mais représentgours 0.05 a 0.1% de la dose
appliquée.

Tableau 21: Répartition du'C-diméthoate dans le systéme massette/eau, 7gptés
le dernier traitement.

50 4
45 -

40
35 |
30 |
25
20 |
15 | *

[diméthoate] dans le bain (ug/l)

10 4
"l
0

J7 Ji14 J21 J28

Temps (jours)

[
——

Figure 6€ : Concentration en diméthoate dans le bain entifumdu temps

Les concentrations moyennes sont calculées a gatihantillons prélevés tous les 7 jours (dupéiza
Les barres d’erreur représentent les erreurs stainda
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L’application du diméthoate par dép6ts successifasaiméme dose sur les feuilles de
massettes permet d’augmenter la quantité de diratghyui pénetre dans la plante, qui migre
vers les racines et qui est exsudée dans le nakédrieur, sans effet toxique visible pour la
plante. La présence de radioactivité dans le bagmak qu’'une partie du composé
radiomarqué est exsudé, mais ne permet pas demiiéeers’il s’agit du diméthoate ou d’'un
métabolite. La prochaine étape a pour but de eérifue les composés marqués exsudés par

les racines conservent des propriétés insecticides.

> Evaluation de la toxicité de la stratégie au diméth pour les larves de moustiques

Au cours de tests toxicologiques, des larves destiques ont été exposées aux
exsudats de ces plantes et aux extraits de planigées, qui ont été dilués au 41Bafin de
s'affranchir de la toxicité naturelle des plantiess extraits de plantes témoins conservent leur
toxicité naturelle malgré leur dilution, puisqu'aetrouve 13%, 11% et 6% de mortalité,
respectivement dans les lots témoin d’extraits elgllés, de racines, et d'exsudats. Les
données de mortalité ont par conséquent été cewigar la formule d’Abbott. La mortalité
larvaire est variable entre les réplicats des méatse(figure 67), suggérant une répartition

différert= de l'insecticide dans les organes destpk traitées avec les mémes doses.

100 -
90 N [
80 +
70 -
60 - O Témoin
50 H1mg
40 - 01,5mg
O2m
30 + g

20
10 +

% moyen de mortalité larvaire

Parties aeriennes Parties racinaires Bain

Extraits aqueux

Figure 67 : Pourcentage de mortalité larvaire chezles aegyptiprés 48h d’exposition
aux extraits de plantes traitées avec différentasgside diméthoate.
Les pourcentages moyens sont calculés & par@iréplicats pour les lots témoin, 1 mg et 1,5

mg, et 9 réplicats pour 2 mg. Les barres d’erreprésentent les erreurs standard.
* : différence significative avec le lot ttmoin OVA), p< 0.05 ; ** : p< 0.01 ; *** : p< 0.001



La toxicité différentielle des extraits de plantncorde avec la distribution observée
de la radioactivité dans les plantes. Les extiddtSeuilles des plantes traitées sont en effet
plus toxiques que les extraits de racines (Anova, 365, p < 0.0001) et que les exsudats a
48h (Anova, F = 3.62, p < 0.0001). La mortalité teses exposées aux extraits de feuilles
augmente significativement en fonction de la dosediméthoate déposée sur les plantes
(42% de mortalité pour 1 mg, 67% pour 1,5 mg et §@%r 2 mg). La toxicité des extraits
dilués de racines de plantes traitées est faibtelesularves dAe. aegyptiet seul le lot
correspondant a la dose de 2 mg entraine une iitapérieure au lot témoin a 48h (25%
contre 11% de mortalité ; NS). La mortalité lareaitlans les exsudats révele la libération par
les racines d'un composé insecticide dans le midiriérieur. La toxicité des exsudats de
plantes traitées & 1 mg et 2 mg est supérieuréeddss témoins et atteint 41% de mortalité a
48h pour le lot correspondant a un traitement if@iade 2 mg de diméthoate. Une activité
insecticide est donc libéré dans le bain, 28 jeyrgs le premier traitement des massettes au

diméthoate.

Le traitement des plantes dlelatifolia au diméthoate a la dose de 2 mg par plante 40
mg / m2 de surface foliaire) permet d’obtenir autbd’une semaine la libération de composé
insecticide dans le milieu aquatique, a des conatoms s'avérant toxiques pour des larves
de moustiques de I'espeée. aegyptiCes résultats suggérent la libération dans l&ane
partie du diméthoate déposé, ou bien d'un de sésbwiites formé dans la plante, qui aurait
lui-méme des propriétés toxiques. La stratégiectiside est donc validée avec I'utilisation
d’'un insecticide organophosphoré, le diméthoatppgé sur les plantes de massettes selon le
protocole développé au cours de cette étude.

C.4.2.3. Discussion

> Toxicité du diméthoate

Les larves exposées au diméthoate en solution Kdaus sont capables d’acquérir
cette matiere active, ce qui renforce la toxickél'thsecticide. Cette substance de lipophilie

intermédiaire peut diffuser du compartiment aquauxcompartiment organique, comme le
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suggere l'accumulation progressive dans les tisisslarves mortes. La concentration en
diméthoate dans les larves augmente probablemsqt’fu atteindre un équilibre entre les
concentrations interne et externe, équilibre naiblé lors de notre expérience au bout de
48h. Les larves vivantes acquiérent moins de dioadthque les mortes lors des premiéres
heures d’exposition, ce qui peut s'expliquer par pmocessus de métabolisation de
l'insecticide suivie de I'excrétion des métabolites

La Clso & 24h que nous avons mesurée sur des larves degyptiau £™ stade
larvaire (4,2 mg/L) est concordante avec la vatkud,6 mg/L décrite sur la méme espece par
Schmidt et Weidhaas (1961), également sur des daawe 4™ stade de développement
exposées a une solution de diméthoate formuléoXiaité du diméthoate mesurée par Rettich
(1979) sur des individus dé"# stade larvaire d€ulex pipiens molestusst proche, la Gloo
a 72h étant de 500 pg/L. Les larvesQie richiardii montrent une sensibilité plus faible a cet
insecticide que le€ulexetAedesd’aprés nos résultats. Une plus grande tolérdasdarves
du genreCoquillettidiaa été relevée également pour l'isectidite la Clso de Cq. richiardii
étant 140 fois plus élevée que cellese pipienset Ae. aegypti(Reyet al.,2001). Sinégre
et al. (1971) calculent une Gh a 48h des larves deq. richiardii (2°™ stade larvaire) au
fénitrothion de 90 pg/L, et au téméphos de 5 pgdit, respectivement 100 et 1800 fois plus
faibles que celle que nous calculons pour le diosith Le diméthoate présente donc une
toxicité modérée sur les larves de moustiques, eotnp d’autres insecticides de la famille
des organophosphorés comme le fénitrothion etntépéios, qui sont (ou ont été) utilisés en

démoustication.

> Efficacité de la stratégie insecticide mise au pauec le diméthoate

Les résultats des tests toxicologiques sur larvée.daegyptiavec les extraits et
exsudats de plantes traitées ont mis en éviderxedpacités du diméthoate formulé a
pénétrer dans les plantes aquatiques, a transfénsrles tissus conducteurs du phloéme et a
étre libéré par les racines dans le milieu extériea quantité d’'insecticide libérée au niveau
de la rhizosphére des plantes traitées est fahle % de la dose déposée), mais suffisante
pour observer des effets toxiques sur larves destitues aux doses appliquées (41% de
mortalité a la dose de 2 mg par plante, soit emvi® mg/m? de surface foliaire).

Les pesticides pénétrant dans les plantes y sogrande partie métabolisés et les
composeés libérés par les racines sont souvent mekiifs de dégradation de la molécule
ayant pénétrée (Korte etl, 2000). Le diméthoate est rapidement dégradé dans
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'environnement par les bactéries ainsi que parplesites (Pappas & Kyriakidis, 2002).
Ishiguro et Saito (1971) ont étudié la répartitohn diméthoate dans des plantules de riz en
début de croissance. lls ont observé une accumalatipide et massive de diméthoate dans
les parties aériennes des plantes, par lesqualiesdticide aurait pénétré en grande partie,
puis une métabolisation importante dans les tisg&getaux, notamment au niveau de la
jonction entre parties aériennes et racinaires. dlurs, Hacskaylo et Bull (1963) ont
démontré que 5 jours aprés le traitement de plesitdé coton au diméthoate radioactif, 11
composeés issus de sa dégradation étaient synthdtes@roduit de dégradation majoritaire de
cet insecticide est 'omethoate (oxydation du dhméte), un métabolite présentant également
un potentiel insecticide (Merck Index, 1996). L'dim#ate est beaucoup plus toxique que le
diméthoate pour les organismes aquatiques comuateplanieDaphnia magng40 fois), pour
laquelle les Cks des substances actives étant de 3,8 et 145 pgplectvement (Cantoet

al., 1980). Ces études confirment les propriétés sysigasidu diméthoate et révélent la forte
métabolisation du xénobiotique dans les plantesesEmontrent également une faible
allocation de l'insecticide vers les racines depuig application foliaire, observation qui
concorde avec les faibles proportions de radio#étietrouvées dans les racines et dans les
exsudats des plantes @elatifolia traitées.

Il est probable qu'une part importante du diméteaayant pénétré dans les feuilles
de massettes traitées ait été métabolisée, notamenesméthoate plus toxique, qui pourrait
étre en partie responsable de la mortalité obsetegdarves de moustiques. En effet, méme si
la concentration en radioactivité retrouvée darslia de plantes traitées (44 pug/L a 28 jours)
est 58 fois plus faible que la gl du diméthoate (2,6 mg/L), prés de 50% des laroes s
mortes aprés 48h d’exposition. L'utilisation de hmeigues analytiques comme la
chromatographie sur couche mince (CCM) nous peraiettle séparer les différents
composés radiomarqués présents dans les exsudai@ings de plantes traitées et de mettre
en évidence cette métabolisation par la plante. &msareils d’analyse quantitative par
chromatographie en phase gazeuse (CPG) ou chromplig liquide haute performance
(HPLC), couplées a un spectrométre de masse, peaimat d'identifier ces produits de
dégradations et de connaitre la proportion du piefetoxique (diméthoate + ométhoate)

perdu par dégradation dans la plante.

A ce stade, les expériences réalisées ont mongréfticacité larvicide de la technique
employée avec le diméthoate sur des larves de iqoastexposées pendant plusieurs heures

aux exsudats de racines. La prochaine étape cermsidéterminer si une exposition bréve de
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larves deCoquillettidia aux exsudats de plantes traitées au diméthoate rpedifier leur
comportement, notamment le comportement de fixadimaracines. La fixation des larves a
une valeur de survie pour elles, c’est pourquoimadification de ce comportement en
présence d’exsudats toxiques serait une découwregentéressante a développer dans une

optique de contréle de ces moustiques.

C.4.3. Influence du traitement des plantes au dioade sur la fixation de larves
deCoquillettidia

Des tests ont été réalisés afin d'évaluer si Iéetreent de leur plante-hdte au
diméthoate influence les comportements d'orientatiet de fixation des larves de
Coquillettidia Les tests d’orientation ont été réalisés seloprt#ocole défini au chapitre
précédent (B). Au cours de ces essais, le compertede fixation des larves a également été
suivi, en relevant le nombre de larves fixées apines des plantes, toutes les 5 minutes
pendant une heure. Pour ces tests, des plantulesade traitées au diméthoate ont subi
plusieurs applications répétées d'une solution ideéthoate & 2 g/L selon le protocole de
traitement mis au point et validé dans cette étudedose recue par chaque plante était de
1mg, dose suffisante pour observer une toxicitéedteadats de racines, d’aprés le résultat des
expériences précédentes.

C.4.3.1. Influence du traitement des plantes swrientation des larves de Coquillettidia

Les larves deCoquillettidia orientent leur nage préférentiellement dans lection
des plantes de mais témoin, plutét que vers lewicswides (figure 68 ; ANOVA, F =
6,992 ; 23 ddl ; p < 0,0001). Elles sont signifieament plus nombreuses a se diriger vers la
plante témoin que vers la plante traitée au dinath@ANOVA, R »3= 4,239 ; p < 0,0001).

Le traitement d’'une plante au diméthoate (1mg) acdwour effet de limiter son attractivité
pour les larves. Néanmoins, le traitement n'a peffed répulsif sur les larves, le couloir de la
plante traitée étant plus visité que les couloides (ANOVA, R 3= 5,559 ; p<0,0001).
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Figure 68: Nombre de larves attirées par des plantes traitéen traitée, ou par le

témoin, en fonction du temps (N = 11).

C.4.3.2. Influence du traitement des plantes saffixation des larves de Coquillettidia

Le nombre de larves fixées aux racines des pksttdmoins est significativement
plus grand et augmente avec le temps (ANOVAE 8,884 ; p < 0,0001 ; figure 69).

Le nombre de larves fixées aux racines des plaragées est de 85% plus faible a la
fin des essais. La fixation des larves aux racemsdonc perturbée dans le cas de plantes

traitées avec du diméthoate.
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Figure 69: Nombre de larves fixées sur plantes témoin @&gaen fonction du temps (N=10).
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C.4.3.3. Discussion

Ces résultats montrent un effet a court terme alesttatégie larvicide sur le
comportement des larves. Elles s’orientent davant@gs des plantes saines et les choisissent
préférentiellement comme support de fixation, méires plantes traitées n’apparaissent pas
répulsives. Il serait intéressant de reproduireekesais de fixation sur des pas de temps plus
importants, en ne proposant qu’un seul item (plédt®oin ou plante traitée) aux larves, afin
de voir si la perturbation observée du comporterderfixation persiste. Dans I'hypothése ou
les larves seraient peu nombreuses a se fixer dldptes traitées au diméthoate, I'effet du
traitement serait renforcé, car des larves norefix@irvivent rarement plus de 4 jours (mesuré
au laboratoire). La stratégie larvicide mise aunpa'avere donc efficace en laboratoire,
limitant le comportement de fixation des larveartterme et pouvant affecter leur survie &
plus long terme.

De nouvelles expériences en laboratoire sont regypsur valider I'effet larvicide de
cette stratégie su€oquillettidia Les larves deCq. richiardii sont moins sensibles au
diméthoate que les larvesA®. aegypticomme nos résultats le montrent. Il est doncipless
gue I'application d'une dose de 2 mg sur des ptadteT. latifolia ne suffise pas a entrainer
de la mortalité sur des larves @equillettidia exposées a leurs exsudats. Cette hypothése n’'a
pas été vérifiée au cours de ce travail, mais bilgpse inverse, d’'une stratégie larvicide plus
efficace contreCoquillettidia qu’Aedes est également probable. En effet, dans les gites
larvaires, les larves de moustiques des gefArephelesCulex et Aedesévoluent librement
dans la colonne d’eau et sont rarement en contaltingé avec les composés exsudés par les
racines, comme c'est le cas dans nos dispositiigrérentaux. Par contre, les larves de
Coquillettidia vivent au niveau des racines et sont donc cortement exposées a leurs
exsudats. Elles sont donc plus vulnérables aux oségptoxiques éventuellement émis par les
racines des plantes. De plus, la fixation préféelatde ces larves aux racines tendres en
croissance (Sérandour, 2006), occasionne des $parperforation dans des tissus végétaux
approvisionnés en seve élabonrda le phloéme. Par conséquent, il est probable gse ce
lésions augmentent le phénomene d'exsudation atadodes larves, ce qui les rendrait
davantage vulnérables en cas de présence dansldémgh de composés toxiques. De
nouvelles expériences utilisant ce protocole s@uessaires, afin d’évaluer I'efficacité du

procédé sur les larves @aquillettidia dans des conditions naturelles ou semi-naturelles
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C.4.4. Perspectives d'utilisation de la stratégigecticide pour le contrble de
Coquillettidia

De nouvelles étapes de développement de la sed#ggicide sont nécessaires afin de
renforcer son efficacité, comme le test de diffegerdoses et de nouvelles formulations de
diméthoate. La formulation commerciale utilisée slaette étude (Tech’noate) est congue
pour faciliter la pénétration et le transfert desldostance active dans la plante, car elle a pour
cible principale des suceurs de seve, les pucet@nsoncentration maximale (2 g/L) utilisée
a chaque traitement des massettes dans nos exgériara pas eu d'effet phytotoxique
visible. Il est donc envisageable de tester I'efi@iconcentrations de dépbt supérieures sur les
plantes aquatiques. Comme les plantes aquatiqueserges dans les gites larvaires a
Coquillettidia sont de grande stature, le volume d’insecticideliegble sur les végétaur
naturaest également plus important que dans nos conditie laboratoire. L’efficacité de la
stratégie larvicide peut donc étre améliorée daascbnditions naturelles, en augmentant la
guantité d’insecticide déposée par plante.

Des tests sont également nécessaires pour optitésenode d’application de
l'insecticide sur les plantes, les dates d'inteticamet la fréquence des traitements. Le dép6t
de l'insecticide en micro-gouttes sur la surface @auilles est plus difficile a réaliser en
conditions naturelles qu’en laboratoire. Un épaedagr pulvérisation depuis des engins
terrestres amphibies constitue probablement le nd&gmlication a privilégier pour les gites
larvaires étendus, ou la végétation arborescerntedasse. La pulvérisation aérienne est
envisageable dans le cas de gites larvaires owsugrisne grande surface, comme les grandes
roseliéres du littoral méditerranéen. La plupars dées en région Rhdéne-Alpes sont peu
étendus et présentent une couverture arborescente,dqui ne permet pas d'intervention
aérienne. La pulvérisation d’insecticide depuis atmiseur porté par un agent de
démoustication est dans ce cas la méthode dentieritda plus efficace.

Dans tous les cas, lintervention doit tenir compte la phénologie des plantes
aquatiques et privilégier les périodes ou les @sr8outerraines sont en croissance (au
printemps par exemple, observation personnelledy mptimiser la quantité d’insecticide
libérée dans la rhizosphére. En effet, lors desghae poussée racinaire la plante alloue
davantage de matiére (sucres, acides aminés...) atires, a travers la circulation

phloémienne. Le traitement doit étre effectué toilabée de la nuit pour limiter I'évaporation

97



et la cristallisation de linsecticide, et favorisea pénétration dans la feuille lors des
premiéres heures (Tissettal, 2006).

Enfin, I'application de l'insecticide peut étre liéée par traitements successifs afin
d'utiliser des concentrations d’insecticide faibktsmoins toxiques pour I'environnement a
chaque opération. Des essais sont donc a envisagedéterminer le nombre de traitements

optimal et leur fréquence.

Dans cette étude, réalisée en laboratoire, le thimaée s'est avéré étre un candidat
idéal pour I'utilisation de la stratégie de congréleCoquillettidia Cependant, le diméthoate
est un insecticide a large spectre d’action, etases de ses produits de dégradation
(ométhoate notamment) sont trés toxiques pour Imeaaquatique. Cet insecticide, de
lipophilie intermédiaire, est soluble dans I'eaws@ccumule dans les tissus animaux, ce qui
renforce sa toxicité. Des essais utilisant d’autténobiotiques systémiques sont donc a
envisager, en ciblant notamment des substance®sactispectre d'action réduit, ou a toxicité
modérée pour la faune aquatique non cible.

L'utilisation d'insecticides naturels et facilemertiodégradables comme les
formulations commerciales a base d’azadirachtirtétnanortriterpenoide isolé des graines de
margousier (neem), représente un champ d'invegiigaitéressafit L’azadirachtine posséde
des propriétés systémiques comparables au diméth@aitl et Lewis, 1971), ce qui
représente une des conditions essentielles detdsation dans la stratégie de contrble des
populations larvaires deoquillettidia Il est d’ailleurs utilisé avec succés en sylviotd dans
le contrdle des lépidopteres défoliateurs de cossfe Des études ont montré que cet
insecticide, injecté dans le tronc des arbres &ehaw’homme, pouvait réduire de 95% les
populations de défoliateurs situés a la cime daedéres (Wanneet al.,1997 ; Helsoret al.,
2001). Les extraits naturels du neem sont toxiguaes un grand nombre d’insectes, agissant
comme des régulateurs de croissance (Ruscoe, 19&?)toxicité de la formulation
commerciale Neemarin a été démontrée pour lesdatteemoustiquednopheles stephensi
(Liston, 1901) eCulex quinquefasciatuSay, 1823), pour lesquelles lessgkont de 0,35 et
0,69 mg/L respectivement (Vatandoost et Vaziri, /0Qes extraits de neem sont donc de
bons candidats pour I'utilisation de la stratégevicide, mais leur toxicité sur la faune
aquatique non cible est a évaluer avec soin. Eat,edes études ont montré la toxicité de

l'insecticide pour des populations de daphrile puley et de tétards de I'espe&ufo

8 Substance actuellement non autorisée en Frartpe//@phy.agriculture.gouv.fr/)
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marinus(Linnaeus, 1758), a des concentrations procheésseng/L (Stark, 2001 ; Punzo &
Parker, 2005).
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Conclusion générale

L’intégration d’aspects historiques et sociologique a la problématique du
contrdle des moustiques a permis de formuler des ppositions en matiére
de gestion.

> La compréhension des modalités de transmission deafadies vectorielles

dans le passé est nécessaire pour une préventioficefce du risque sanitaire.

Dans un contexte de changement global, il est itapb d'étudier des facteurs
pouvant favoriser I'établissement et la proliféatdes populations de moustiques a risque, et
la transmission de pathogénes aux populations m@&saf travers une étude historique basée
sur le recoupement d'informations démographiqudsnatiques, sanitaires et liées a
'aménagement du territoire, nous avons étudié€deslitions de la transmission du paludisme
dans la population savoyarde de la vallée de Blsau 1™ siécle. Nous avons mis en
évidence un lien étroit entre les recrudescencesessives de déces liés au paludisme et
I'évolution des aménagements liés aux cours d'eadadvallée, de 1830 a 1900. Nous
replacons les résultats de cette étude dans ledentctuel en faisant le lien avec la
multiplication des projets d’'aménagement des zdmasides et des fleuves. Le message de
cette étude est qu'il faut intégrer a ces proj&aménagement une réflexion sur les risques de
création de conditions favorables pour des popratide moustiques potentiellement

dangereuses.

> L'évaluation de la nuisance percue dans la populath est nécessaire pour

adapter I'effort de démoustication : les bases d'uwmbservatoire de la nuisance.

Aujourd’hui, le contrble des moustiques est mdigsaux enjeux sanitaires qu’'aux
nuisances générées par les insectes piqueurs. hEestés Interdépartementales pour la
Démoustication ont pour mission d’empécher la pEadition des espéces piquant I'homme,
afin d’assurer son confort, tout en limitant I'ingbaes traitements sur I'environnement.

La deuxiéme étude de ce travail, basée sur lasedimlih d’enquétes sociologiques, a mis en

évidence une variété des perceptions et représmtadiées au moustique au sein de la

population de Rhdne-alpes, et par conséquent dested différentes vis a vis de la
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démoustication. Nous avons montré que des catégode personnes a vision
anthropocentrique et a vision biocentrique du oapaux moustiques cohabitent au sein de la
population. Cette analyse d’'un découpage des p@wospde la nuisance dans la population
trouve une application pour les EID, qui peuvergléer pour chaque catégorie de personnes
le seuil de nuisance au-dessus duquel une intéoveast nécessaire. Cette étude a montré
l'intérét des enquétes sociologiques pour le sdévila nuisance liée aux moustiques sur un
territoire. Ainsi, un guide méthodologique pourrase en place d'un observatoire de la
nuisance a été concu, basé sur le suivi des pamsgade moustiques sur le terrain et sur une
évaluation réguliere de la nuisance percue sur éenenterritoire. Fort des expériences
apportées par la sociologie et la biologie, nouspgsons un nouvel outil de gestion, au

service d’'un contrdle raisonné des populations destiques anthropophiles.

Un observatoire de la nuisance est un outil offrdintéressantes perspectives en
démoustication, mais il n'est applicable que poer contrble de populations dont la
localisation est connue et contre lesquelles ledtetnents sont efficaces. Ainsi, les
moustiques du genr@oquillettidia générent une nuisance, mais leur controle estidaeé,
car les populations larvaires vivent en profondetisont par conséquent difficiles a localiser

et a atteindre par les méthodes de traitementuelleis.

Notre exploration de I'écologie et de la biologieatvaire des moustiques du
genreCoquillettidiaa abouti a des perspectives de gestion concrétes.

> L’investigation écologique des gites larvaires a pmis de dégager une liste

d’indices utilisable pour localiser les populationgians une optique de contréle.

L'étude de terrain réalisée sur un échantillon Gez@nes humides rhdne-alpines a
permis d'identifier les relations entre les popioias deCoquillettidia et leur habitat. Nous
démontrons que les actions humaines sur la zonékutas cortéges d’espéces composant la
végétation aquatique, les propriétés physiques tieuraquatique, la qualité chimique de
'eau et notamment la présence de certaines suestaallélochimiques, sont des critéres
importants qui influencent la colonisation gaoquillettidia. Cette liste d’'indices refléte la
diversité des gites potentiellement colonisablexpa moustiques en Rhone-Alpes, et devrait
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permettre de faciliter leur localisation, leur éctilfonnage et leur contrble & l'avenir.
L'application de ces résultats au contréle d’espéde Coquillettidia d’autres régions ou
pays est contrainte par la diversité des gitesnfietlement colonisés, trés dépendante des
conditions climatiques et géomorphologiques. Deglét similaires sont donc nécessaires

dans ces localités pour étendre nos connaissanckécologie de ces moustiques.

> La fixation des larves aux racines des plantes esiépendante de
médiateurs chimiques d'origine végétale et influerde par les conditions

environnementales.

L’étude en laboratoire du comportement des larvessaen évidence l'influence de
parameétres environnementaux abiotiques (intensitdnleuse, teneur en oxygene de l'eau) et
biotiques (nature et morphologie du support detifixa sur la fixation aux racines de plantes.
Les tests comportementaux et analyses chimiqueapputrté la preuve que les larves étaient
sensibles & une grande variété de plantes, domixkslats contiennent un signal chimique
attractif composé d’au moins 5 molécules. Ces anbst allélochimiques ont été associées
pour créer un message chimique mimant celui qulitleété par les plantes. Ce cocktail de
molécules s’est révélé trés attractif pour lesdarwce qui valide la fonction de médiateur
chimique du glycérol, de I'uracile, de la thymile, I'uridine et de la thymidine.

Nous pouvons établir les différentes étapes d'érpisnce comportementale dont la
fixation larvaire est I'aboutissement : 1) la recaissance de substances allélochimiques
d'origine végétale par des chimiorécepteurs ; 2hdge orientée par chimiotaxie vers les
racines des plantes ; 3) la sélection d’'une zoopipe de fixation sur les racines, mettant en
jeu des mécanorécepteurs ; 4) la perforation desas et I'ancrage du siphon respiratoire au
niveau de tissus racinaires ou circule 'oxygéas,dérenchymes.

La découverte des mécanismes gouvernant ce comprtele fixation, dont la survie
des larves dépend, peut conduire vers d’'intéressagrspectives en matiére de contrble des

populations larvaires deoquillettidia

> Mise au point et validation d’'une stratégie larvicde contre Coquillettidia,

utilisant les plantes comme vecteurs de substandesecticides.
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Nous avons déterminé les conditions dans lesqualteinsecticide systémique, le
diméthoate, peut pénétrer dans une plante aquatejueransférer jusqu'aux parties
souterraines a partir d’'un traitement foliaire. N@vons démontré que les racines libéraient
alors un pouvoir insecticide dans I'environnemenuatique, auxquelles des larves de
moustiques sont sensibles. A court terme, la fixaties larves d€oquillettidiaa des plantes
traitées est perturbée, et la mortalité est obseapées une exposition prolongée. La stratégie
larvicide mise au point offre donc des perspectitrés prometteuses dans I'optique d'un
contréle des populations @oquillettidia De nouvelles recherches employant des substances
insecticides a spectre d’action plus réduit, amse¢ des tests d’application en conditions
naturelles sont un préalable indispensable aifatibn de cette stratégie larvicide.

A travers cette étude des moustiq@agjuillettidia, nous avons apporté des éléments
de réponse et des solutions aux questions initiAlds difficulté rencontrée par les agents de
démoustication pour localiser les populations l@es nous proposons une liste d'indicateurs
écologiques caractéristiques de gites larvairegnpiets. Nous apportons les éléments
nécessaires a la compréhension du comportemenixaéoh des larves aux racines des
plantes aquatiques, particularité écologique resuole de linefficacité des traitements.
Enfin, nous proposons une nouvelle stratégie dé&r@endes larves, efficace et spécialement

adaptée a leur écologie.
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Contribution a I'étude des moustiques anthropophile de France : le cas particulier du genre
Coquillettidia.

Les principaux enjeux de la gestion des moustiques en France santdatiopm des risques vectoriels
et le contrble de la nuisance. A travers une étude historiqua sransmission du paludisme dans les vallées
alpines, nous avons démontré que les aménagements hydrauliques d&vaiestunsidérés comme des
facteurs a risque pour le développement de maladies vectorielles.

L’estimation de la nuisance percue permettrait d’adapter ledderttes moustiques aux attentes de la
population. L’expérience de deux enquétes sociologiques a congosed les bases d’'un observatoire de la
nuisance, qui emploierait conjointement et régulierement les satiiologiques et les échantillonnages sur le
terrain, pour une démoustication raisonnée.

Les moustiques du gen@oquillettidia représentent une nuisance mais sont inefficacement controlés,
les larves vivant fixées aux racines des végétaux en profond&lria des traitements. A l'issue d’'une vaste
étude de terrain, une liste d'indicateurs écologiques caraicféeistdes gites larvairesCGoquillettidia a été
dressée pour faciliter leur localisation. La nature des plantes aquatiqagsésence de kairomones (p-crésol,
acides laurique et heptadécanoique), le courant, la salinttépldité, la pérennité de la piéce d’eau et son
entretien, sont trés probablement impliqués dans le choix des gites cofmaTisé&s moustiques.

Des tests comportementaux couplés a des analyses chimigab®smboire ont permis de déterminer
les mécanismes gouvernant la fixation des larves aux racoas dépend leur survie. Nous avons mis en
évidence l'implication de substances allélochimiques gén@sligilycérol, uracile, thymine, uridine et
thymidine) dans la reconnaissance des plantes hotes par les Ldinvéuence de l'intensité lumineuse, de la
teneur en oxygéene de I'eau, et de la morphologie des racines sur le comporteiimatiodea été démontrée.

Enfin une stratégie larvicide adaptée a I'écologie particulier€oquillettidia a été mise au point.
Nous avons prouvé que des plantes aquatiques pouvaient acheminecitiridesgystémique, le diméthoate,
par voie phloémienne jusqu’aux racines, et libérer des composés toxigaestact des larves. La fixation est
fortement perturbée (- 85%), ce qui amplifie I'efficacité de cettéégiim

Contribution to French anthropophilic mosquitoes stidy : the particular cases of the genus
Coquillettidia

Mosquito pest and disease vector populations are the main esirgbsmosquito control and
monitoring in France. In an historical study on malaria trassiom in Alpine valleys, we pointed out that
hydraulic developments should be considered as risk factors for vector-ts#asedoutbreaks.

The evaluation of public perception of mosquito nuisance could help to adapt
insecticidal treatments to people’s expectations. Experiencevadhietwo sociological
studies led us to propose the establishment of a mosquito pest survey basadgulahe
and combined uses of sociological tools and field sampling.

Coquillettidia mosquitoes are a major nuisance and are difficult to @prgince larvae live in a
protected and deep habitat, attached to plant roots for their oxygey. stipe results of a large field study
allowed us to inventory ecological indicators @bquillettidia breeding sites, that can help to locate them.
Aquatic plant species and kairomones emission (p-cresol, Engibeptadecanoic acids), water flow, salinity,
turbidity, persistence of standing waters and impact of human mpsratust be involved in the choice of the
breeding sites by these mosquitoes.

Behavioral tests combined with chemical analysis enabled igemtify the mechanisms governing
larval behavior of attachment to roots, determinant for trseirvival. It is proved that generalist
semiochemicals (glycerol, uracil, thymine, uridine and thymjdame involved in the host-plant identification
by swimming larvae. Light intensity, oxygen concentration of water and motphology are also influencing
larval attachment.

Finally, a larvicidal strategy specially adapted to la@adjuillettidiaecology was set up. The capacity
of aquatic plants to transport the systemic insecticide tiwaéd via the phloem to the roots, and to release
toxic compounds in larval surroundings has been providme high diminution (-85%) of larval
attachment abilities increases the efficiency o gtrategy.
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