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Les populations invasives de rongeurs en milieu aigole: une étude menée dans des
cultures de grande échelle, les plantations de paiars a huile en Indonésie.
- approche paysagere, génétique et écotoxicologique

Résumé. Les perturbations environnementales d'origine anthropique fewbrigtablissement de
populations invasives. La gestion de ces populations est primopdiatida santé publique (zoonose,
famine), I'environnent (perte de biodiversité), et I'éconor(ie€gats). L'objectif de cette these
pluridisciplinaire, menée en conditions naturelles, est d’amélitee connaissances sur les
populations invasives de rongeurs dans des paysages agricotasla échelle et d’appréhender les
mécanismes d’adaptation qui favorisent une réponse positive asiomeanthropiques. Les résultats
montrent que (1) le rat endémigRattus tiomanicusjont la présence est associée a la typologie de
I'habitat naturel,et le rat introduitRattus tanezumi-R3lont la présence est associée aux activités
humaines, constituent les populations invasives des plantatigoalrdir a huile en Indonésie; (2)
leur distribution géographique clinale est probablement contempogii@anthropisation des
milieux, et suppose une compétition inter-spécifique; (3) ces grapupmrdations sont spatialement
continues avec un flux génique limité par la distance géograpliapractérisées par un patron
d’isolement par la distance) et potentiellement influencégsatransports routiers; (R. tanezumi-R3
posséde une forte résistance physiologique aux raticides AVK|'dagine n’est pas associée a une
mutation génétique de la molécule cible mais probablement liéerayxmes du métabolisme. Ces
travaux soulignent des stratégies d’adaptations comportemeetgbysiologiques des populations
invasives de rongeurs en milieux agricoles et procurent des pase I'élaboration de stratégies de
lutte adaptée.

Mots clés :rat, Rattus tanezumRattus tiomanicygpalmier a huile, barcoding, microsatellites,
structure génétique, distribution, résistance aux pesticides, AVIOR®&L

Invasive populations of rodents in agricultural landscape: a study ircrops at large-scale, the oil
palm plantations in Indonesia - landscape, genetic and ecotoxicologiegproaches —

Summary: Anthropogenic activities modulate landscape and promote thigisistaent of invasive
populations. Management of these populations represents a mamrfasspublic health (zoonotic
disease, famine), environment (biodiversity loss) and economy (@ajnabhis multidisciplinary
thesis has been conducted in natural conditions on populations oftsadéesting agricultural
landscapes at large scale. This work aims to understandgig@l mechanisms that promote
adaptations to anthropogenic pressures. The results suggedt) tivab Species may infest oil palm
plantations in Indonesia: an endemicRattus tiomanicus which presence is associated with natural
habitat typology - and an introduced r&attus tanezumi-R3which occur in association with the
Human Footprint- ; (2) clinal geographic distribution of thesecisgeis probably due to both
phylogeography and contemporary human activities, and suggest inifecspeopetition; (3) genetic
isolation by distance patterns among these populations, and eesgrate flow potentially influenced
by road transport; (4R. tanezumi-R3leveloped a strong physiological resistance to coumatetralyl
under AVK exposure. This resistance is not associated vgémnatic mutation of the target molecule,
and may relate to metabolic enzymes. This work highlights betzand physiological adaptations
of invasive populations of rodents in agricultural landscapd, tans provides scientific basis for
integrated pest management.

Key words: rat, Rattus tanezumiRattus tiomanicusoil palm, barcoding, microsatellites, spatial
genetic structure, distribution, pesticide resistance, AVK, VKORC1
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ABREVIATIONS

ADN Acide Désoxyribonucléique Molécule support de l'information génétique

AT AntiThrombine Inhibiteur de la coagulation

AVK Antagoniste a la Vitamine-K Catégorie d’anticoagulants

BCR Blood Clotting time Response Technique de mesure de la dose-réponse aux AVK

Bp Paire de base Unité de mesure des séquences d’ADN

co1 Cytochrome C Oxydase sous-unité 1 Gene mitochondrial utilisé dans la technique du
barcoding

Cys Cystéine Acide aminé possédant une molécule de soufre

EDsg Dose efficace Dose d’un composé actif qui entraine I'effet
attendu chez 50% des sujets exposés

FI Fibrinogene Facteur de coagulation

Fll Prothrombine Facteur de coagulation

FV Proaccélérine Facteur de coagulation

FVII Proconvertine Facteur de coagulation

FVIII Antihémophilique A Facteur de coagulation

FIX Antihémophilique B Facteur de coagulation

FX Facteur Stuart Facteur de coagulation

FXI Facteur Rosenthal Facteur de coagulation

FXII Facteur Hageman Facteur de coagulation

FXII Stabilisant Fibrine Facteur de coagulation

FT Facteur Tissulaire récepteur membranaire initiateur de coagulation

GGCX Gamma-Glutamyl-Carboxylase Enzyme qui modifie les VKD grace a la vitamine K

IP Intra-Péritonéale a l'intérieur du péritoine

LDsq Dose létale Dose d’un composé actif qui entraine la mort chez
50% des sujets exposés

PC Protéine C Inhibiteur de la coagulation

PCR Polymerase Chain Reaction La réaction de polymérisation en chaine est une
technique d'amplification enzymatique d'un
fragment d'ADN.

PIVKA Protéine Induite par I’Absence de Vitamine K | Protéines VKD non gamma-carboxylées

PS Protéine S Inhibiteur de la coagulation

PT Prothrombin Time Mesure du temps de coagulation sanguine

R. Rattus Rat

Sec seconde Unité de temps

SNP Single Nucleotide Polymorphism Mutation ponctuelle d’un seul nucléotide

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor Inhibiteur de la coagulation

™ domaine Trans-Membranaire Région d’une protéine localisée dans une
membrane

VK Vitamine K Cofacteur de la GGCX

VKD Vitamine K-Dépendant Protéine dont la synthése dépend de la vitamine K

VKH Vitamine K Hydroquinone Forme réduite de la vitamine K

VKO Vitamine K épOxyde Forme oxydée de la vitamine K

VKOR Vitamine K-épOxyde Réductase Complexe enzymatique qui réduit la vitamine K

VKORC1 | Vitamine K-épOxyde Réductase sous-unité 1 Enzyme clé de VKOR
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PREMIERE PARTIE

INTRODUCTION

« Je n'ai encore aucune donnée. Et batir une théori e avant d’avoir des
données est une erreur monumentale : insensiblement on se met a torturer
les faits pour qu'ils collent avec la théorie, alor s que ce sont les

théories qui doivent coller avec les faits. »

Conan Doyle — 1956 - Les aventures de Sherlock Holm es

p. 11 « un scandale en Bohéme »
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I. INTRODUCTION

[.1. CONTEXTE GENERAL

[.1.1. INVASION ET ERADICATION BIOLOGIQUE

Les perturbations environnementales, telles que les activités resnaeuvent modifier le
fonctionnement des écosystemes et la structure du paysagmékiget al. 2008). Certaines
especes possedent et développent des mécanismes d’adaptationnetitapede répondre
positivement a ces modifications. Elles constituent dans certaesdes populations
invasives.

Les invasions biologiques sont des processus qui aboutissent a la dorhinggographique
et/ou démographique d’'une espece souvent exogene (Colautti & Mad684y. Ces
processus sont renforcés par les activités anthropiques, notammks# ipgoortants flux de
transports industriels qui ouvrent des voies d’invasions rapides. dressgquences de ces
processus sont souvent néfastes. Les invasions biologiques peuvent pale gxeroquer
I'extinction d’especes endémiques (Harris 2009), I'émergence de aso(ddls & Childs
1998), ou engendrer des pertes économiques et alimentaires impo(Nmtesle 2010;
Panwaret al. 2008 ; Singletoret al 2003a). La gestion des populations invasives représente
ainsi un enjeu de taille pour I'écologie, 'économie, et laéamniblique. Elle est toutefois
difficile a realiser.

D’'une part, comme le démontre une étude récente (Ressal 2005), il peut s'avérer
extrémement difficile d’éviter l'introduction d’'une espéce potdlgiment invasive. Cette
étude consistait a capturer un rat brun libéré sur une ile de 9,5ekedimlgré des efforts
développés et variés (pieges, chasse, pesticides), le rongepu réae capturé qu'apres
quatre mois de traque intensive.

D’autre part, bien que des stratégies d’éradication d’espieasives de rongeurs aient été
réalisées avec succes en milieu insulaire de petite taille (<1@Bitvanldet al.2007 ; Pascal
et al. 2005), de telles stratégies s’averent souvent techniquement ibipsssin milieu

continental. De nombreuses invasions biologiques sont associées aymandien des
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milieux agricoles, ou la plupart des especes sont introduites paclestés humaines
(Musser & Carleton 2005). Il est donc tres difficile d’éradiquesr gopulations invasives dont

le flux d’introduction est perpétuellement maintenu par les transports humains.

.L1.2. GESTION ADAPTEE

La difficulté de prévenir ou d’éradiquer I'établissement de populatiomasives est un
argument qui conduit souvent a utiliser des stratégies de gesti@n ddite< contrdle ».
Lorsqu’une population invasive s’est établie, la meilleure sieatégnsiste a limiter son
expansion (démographique et territoriale) pour maintenir I'impagatiféle sa présence a un
seuil acceptable en termes de dégats occasionnés.

A ce jour, diverses stratégies ont été développées pour lutter Emaspéces invasives. La
plupart sont principalement basées sur I'utilisation de pesticides de synihésentJratique
d’utilisation et tres efficace dans les premiers tempgolatrepartie de cette stratégie se
manifeste rapidement par I'apparition de phénoménes de résistanceesticides, et
d’intoxications chez les organismes non ciblés, I'étre humaiem®tifFonnement (Dowdingt
al. 2010 ; Rogerst al. 1998) . Le développement de techniques de luttes adaptées représente
un enjeu important, autant pour maximiser I'efficacité de la e pour limiter ses impacts
écologiques et économiques.

Le principe d’'une gestion adaptée repose sur les connaissanlogggbies de I'espéce ciblée
en conditions naturelles. En effet, plusieurs parametres sontigpésiftie 'espece invasive
et de son habitat. Dans un premier temps, la connaissance aétéigeéecise de I'espece
permet d'orienter le choix de la technique de lutte. Par exgniglchoix d’'un prédateur
naturel pour la lutte biologique, ou bien le choix d’'une matiere apbue la lutte chimique,
car la sensibilité aux pesticides varie selon I'espéce (Watatabe2010).

Dans un second temps, la connaissance du comportement spatio-tempgq@abdasons
établies est importante pour déterminer les méthodes d’applick®techniques de luttes.
Par exemple, le contréle des rongeurs a une plus grande effloesipd’il est utilisé avant la
période de reproduction et quand la population est constituée d’'une grande dehoats

d’age moyen avec un grand potentiel reproductif. Comprendre la dispersiiale des
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populations dans I'environnement envahi permet d’adapter I'étendues a contrbler, en
prenant en compte les facteurs favorisant la recolonisation det&hébig. flux de genes,
zones refuges). Par exemple, l'identification de zones refag@#uées dans les cycles de
pullulation du campagnol terrestre permet de mettre en pladedesques de gestions basée
sur l'utilisation du paysage (Fichet-Calatal. 2000).

La connaissance des mécanismes de résistance aux psgi@iaet également d’adapter les
techniques de lutte chimique (e.qg. intensité et fréquence d’apphiades pesticides, choix de
la matiére active) pour limiter 'apparition et la propagation de la résestanc

Les études en conditions naturelles sont indispensables pour amid®reonnaissances
biologiques des populations invasives. Une bonne connaissance de ces populations condui
ainsi a une gestion adaptée, plus efficace, moins codteuse, et mdaste npour

I'environnement.

.1.3. OBJECTIFS GENERAUX DE LA THESE

Cette these se situe a l'interface des processus d'invasioogibiod et des techniques
d’éradications de populations invasives. L'objectif de cette thes#étatier la biologie des
populations invasives de rongeurs établies dans un milieu agricolende géahelle. Les
plantations de palmiers a huile en Indonésie constituent un modételagrertinent dans
I'étude de la lutte anti-rongeurs. En effet, I'étendue géographiguees agro-écosystemes de
plusieurs milliers d’hectares, ainsi que lI'importance des dégitsés par les populations
invasives de rongeurs, représentent des enjeux économiques et écologpues. Il s'agit
d’appréhender ces populations afin de développer des stratégies de luttesadaptée

Cette these s’inscrit dans la volonté de comprendre le fonctiombeltes communautés de
rongeurs ravageurs établies en milieu agricole, dont la gestigpgotentiellement confrontée
a des mécanismes de résistance aux pesticides. Ce trath@bdes’appuie sur une démarche
pluridisciplinaire pour répondre (1) au manque d’études sur les espmrETnées, (2) a la

nécessité cruciale de conduire des études en conditions naturelles.
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L’introduction de ce manuscrit est structurée en cing parties.

- La premiére partie est une présentation générale des proaEssussion et du
modele « rongeur invasif ».

- La deuxieme partie présente un domaine d’étude aux applicationglesjltia
génétique des populations, qui représente aujourd’hui un outil utile pgestian des
populations invasives (Rolliret al. 2006).

- La troisieme partie décrit le principe d’action des pesticodesamment utilisés dans
la lutte anti-rongeurs : les anticoagulants AVK.

- La quatriéme partie concerne les conséquences d’une lutte acoagatants AVK :
les mécanismes de résistances, les codts biologiques assbdess intoxications
secondaires.

- Enfin, la cinquieme partie présente le contexte de I'étudeoiggeurs ravageurs dans

les plantations de palmiers a huile, et ses enjeux.

.2 PROCESSUS D’INVASION BIOLOGIQUE

[.2.1. DEFINITION

La définition d’'une espéce d’invasive varie selon les auteuesadisciplines de recherche.

De facon générale, le terme «espéces invasives » faitemé&ra des especes dont
I'abondance relative est localement dominante et/ou la distributmgrayghique est étendue
(Colautti & Maclsaac 2004). La plupart des études font référerdes sespeces exogenes,
c’est-a-dire des espéces qui ont été introduites dans une @gographique différente de
leur aire native (Richardsoet al. 2000). Toutefois, certaines especes endémiques peuvent
devenir envahissantes dans leur aire native suite a des perturbatidrennementales
(Mooney & Hobbs 2000 ; Van Auken 2000). Le phénoméne d’invasion biologique peut donc
concerner a la fois des especes endémiques et des especedestricest a noter que pour

une méme espece introduite, la population peut devenir ou non invasive setorteete
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environnemental. Dans I'attente d’'un consensus, et en considérantd'ekpexcsa globalité,

le terme « population invasive » sera préférentiellement utilisé daestéede 'introduction.

Une population invasive peut spontanément coloniser un nouvel habitat ou son habitat
d’origine ayant subi des modifications (Van Auken 2000). Elle pgateénent y étre
introduite, volontairement ou involontairement, par les activités humaldas étude
intéressante a mis en évidence l'association des voies de catonmidaine espece de rat
asiatiqueRattus exulanavec celles de 'homme dans I'archipel polynésien (Matisodks&

Robins 2004). Les hommes auraient emporté ces rongeurs comme restmgneiee
pendant leurs voyages vers ces iles. Une invasion biologique peut dend'atgine
naturelle ou anthropique.

Le processus d’invasion se décompose en plusieurs étapes susceksiveles trois
principales sont l'introduction, I'établissement et I'expansion d'upeufation dans un

nouvel environnement (Kolar & Lodge 2001).

Une population doit survivre a chaque étape pour se reproduire et se prépasjeravant
d’envahir un nouvel environnement, une population doit traverser plusieursrijpresentés
par des barrieres géographiques, des barrieres environnemeriglggu@ et biotique), des
barrieres reproductives, des barrieres de dispersion locales, et pasfoegrikres climatiques
(Richardsoret al.2000).

La « regle des dix » élaborée par Williamson et Fitt806) estime que sur 1 000 espéces
importées, 100 pourront étre considérées comme introduites, 10 seremeé¢lhaturalisées
et une seule deviendra envahissante (Figure 2). Dans sa gloleatitéscks d’'une invasion
dépend des capacités d’adaptation de la population a un nouvel environnentest et
pressions environnementales. En d’autres termes, linvasion dépendadeséristiques

intrinséques de la population et des contraintes extrinseques a celle-ci.
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/" Pressions abiotiques: ™\
- Climatiques
- Anthropiques

- Paysageres

Habitat | Habitat modifié
adjacent

Pressions biotiques:
- Compétiteurs

- Prédateurs

- Parasites

- Habitats

- Ressources.
alimentaires

Dégats:

- Perte biodiversité
- Probléme sanitaire
- Perte économique

Figure 2. Schéma global d’'un processus d’invasion biologiqu&Jn certain nombre d’individus,
issus d’'une population origine, survivent a la phase d’introductiorP@imi ces individus, certains
développent des adaptations sous les pressions environnementalgsgdiet abiotiques, pour
constituer une population établie capable de survivre et depseduire (2). La population devient
invasive, abonde et colonise de nouveaux habitats, provoquant des dégats sonfiemént (3).

.2.2. FACTEURS INTRINSEQUES

Toutes les espéces ne fondent pas des populations invasives. La rdmsyperasique des
populations face a des perturbations environnementales dépend dené=g didins ce nouvel
environnement. La fithess (ou valeur sélective) correspond a la @apecsurvivre, de se
reproduire et de propager ses génes dans un environnement donné. Lorsqiecéa ma
environnementale ou évolue une population est modifiee, par exemple gaal@on de
milieux agricoles, seules les espeéces adaptées peuvent seenimaodns ce nouvel

écosysteme.
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Les mécanismes d’adaptation consistent a améliorer la dittieme population dans son
environnement par un ajustement de traits fonctionnels (comportementarphologiques,
physiologiques). Ce sont des traits héritables (génétiqueggrnsitles soumis a la sélection
naturelle. Lorsque I'écosysteme est modifié, la valeur optimiale phénotype donné peut
étre modifiée. Ainsi, les caracteres phénotypiques les plus ageant dans un certain
contexte ne le sont pas forcément dans un autre (Figure 3). Une mopirntbduite dans
une nouvelle matrice environnementale peut donc évoluer de fagonliaramsga valeur

sélective.

Plasticité phénotypique

g |_ADAPTATION

Valeur sélective
o
wn
]

Valeur phénotypique

Phénotype optimal Phénotype optimal
dans I'habitat d’origine  dans le nouvel habitat

Figure 3. Schéma simplifié de sélection directionnelleCe schéma illustre I'importance des
mécanismes d’adaptation lorsqu'une population est introduite dans unl ricabviéat, aux
caractéristiques environnementales différentes. Un individatagonservé un phénotype de I'habitat
d’origine (courbe bleue) sera contre-sélectionné et devraaeréta valeur sélective en fonction des
nouvelles contraintes (courbe rouge): s’adapter pour survivre.

La plasticité phénotypique est une composante importante pour le queadadaptation
d’'une population a un environnement (Davidsgtnal. 2011). Richardset al. (2006) ont
proposé un modéle dans lequel ils décrivent différentes stratégpasdtieité phénotypique
(morphologiques et physiologiques). Le premier modele décrit une piopulavasive
robuste qui a la capacité de maintienir une fitness relativernestante dans des conditions
défavorables. Ce modele permettrait une large gamme d’environngdeciksof-all-trades).
Le second modele décrit une population invasive opportuniste qui a la éagjaaigmenter

sa fitness dans des conditions favorables (Master-of-someapisi€rme modele regroupe les
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capacités des deux précédents modeles (Jack-and-master). tdrenalgse sur les plantes a
montré que les populations invasives ont une plasticité significatitemgérieure par
rapport aux non-invasives, surtout quand les ressources sont abondantesjualmss
dernieres ont une meilleure fitness quand les ressources somrtleson faibles (Davidsost

al. 2011).

Par ailleurs, une population introduite peut étre préadaptée au nouveneewment si les
conditions sont similaires a son environnement natif. Sinon, elle doitlog@ee des
mécanismes d’'adaptations face aux nouvelles contraintes environalselita recemment
été démontré qu’une population invasive de fourmis tropidAlasmania auropunctatae
serait adaptée au froid dans une région de son aire native deanthir une région
méditerranéenne (Rey al.2012).

Les populations invasives concernent souvent des especes possédant un ridigl pote
adaptatif, pouvant s’adapter a une large gamme d’environnements. Dearaetgristiques
biologiques contribuent au potentiel invasif d'une population. Par exempdaeshanimaux,

il est suggéré qu’une espece dont le régime alimentaire pétafjéte est avantagée par
rapport a une espece dont le régime alimentaire est spéciadis elle sera capable d’adapter
son alimentation dans une gamme d’environnements variés. De roftimisation de la
taille et de la fréquence des portées représenterait un atoutepeainir. Une espéce a
croissance rapide dont le taux de reproduction est éleve, serditecdjgmvahir rapidement

un nouvel environnement favorable, en augmentant sa vitesse d’adaptation et de dispersion.

.2.3. FACTEURS EXTRINSEQUES

Les populations évoluent dans un environnement qui conditionne leur survie, leur
reproduction et leur dispersion. Les paramétres environnementaux wanistinsi des
facteurs régulateurs des processus d’invasion. Si les pagarséfit favorables a I'adaptation
de la population introduite, ils augmentent la possibilité de son stablent et
potentiellement sa propagation. Au contraire, si les paramétresommenentaux sont

défavorables, ils peuvent limiter son expansion, voire empécher sdisseaient. On peut
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distinguer I'environnement local ou s’établissent les population®retifonnement régional
ou se propagent les populations.

L’environnement est défini comme une matrice dans laquelle évoluemdeidus d’'une
population. La matrice environnementale est caractérisée par deondeg catégories de

parameétres : les parameétres biotiques (i.e. biologiques) et abiotiques @ieogttymiques).

Les facteurs biotiquesconcernent 'ensemble des entités biologiques présentes dans le
milieu. Les especes végétales constituent par exempleesesurces alimentaires et les
habitats (biomes) nécessaires a la survie des populations anirbete especes animales
représentent notamment les prédateurs et les compétiteurs quntpmiter la survie des
populations. Un réseau d’interactions complexes s’établit ainse éedr individus d’une
population introduite et le nouvel environnement dans lequel elle évolueatuee rde ces
interactions bidirectionnelles peut étre positive (facilitatio@ytre (sans effet) ou négative
(inhibition). Une perturbation de I'équilibre de ces interactions pénet [@rigine ou la
conséquence d’une invasion biologique (Figure 2). De nhombreuses invasiogsgoies ont
été rapportées en milieux insulaires, ou les interactionssp#eifiques entre la population
invasive et le nouvel environnement sont limitées, dépourvu de prédatedescompétiteurs
de I'espéce nouvellement introduites. Il est souvent rapporté que leapmmilinvasives
sont trés compétitrices (Sax & Brown 2000, Vila & Weiner 2004).

Les facteurs abiotiquesdéfinissent les caractéres non biologiques d’'un environnement, tels
que les caractéres climatiques (e.g. températures, paficips) et les caracteres édaphiques
qui représentent la nature des sols (e.g. pH, humidité). Les peranabiotiques sont
déterminants pour la distribution des especes. Par exempleeng®ratures modulent
directement la survie d'une espéece dont les gammes de tolémaridarstées. De plus, les
parametres abiotiques exercent une pression indirecte sur lestjpouén influencant les
parametres biotiques de leur environnement. Il est depuis longtempsbria distribution

des especes végétales est dépendante des climats, a grapetigettahelle (macroclimats et
microclimats) (Humboldt 1805).
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A grande échelle par exemple, les parametres climatiqtesriéent les types de couverture
végétale dont dépend la survie d’'une population. Les caractéristiqguaesiaqulies permettent
ainsi d’identifier des catégories d’habitats quel que soit lposition géographique.
Indirectement ces parametres sont donc tres informatifs spojpegations pouvant occuper
ses différents habitats.

A plus petite échelle, un type d’habitat est soumis a des condifiomtiques plus ou moins
variables selon sa localité géographique. En Europe par exempajdess hivernales sont
plus longues et intenses au nord qu’au sud. Ainsi, une adaptation alimanéairesuggerée
chez une espéce de rongeur europgerdemus spdont la forme des mandibules varie selon
un gradient latitudinal (Renaud & Michaux 2003). Les auteurs ont suggéséles
populations des régions nordiques, soumises a de plus longues périodedesivatmaient
développées une alimentation plus diversifiée pour survivre a ceslggrdépourvues de
graines (leur principale ressource alimentaire). Les espaléeantes a une grande gamme de
climats et d’habitats sont de bonnes candidates a I'invasion de nouégjless (Swincer
1986).

Les facteurs anthropiques sont également a prendre en considération dans les processus
d’invasions biologiques. Tout d’abord, les migrations humaines sont souvenigié de
I'introduction d’espéces dans de nouvelles aires géographiques, par epanipketransports
commerciaux ou la création de milieux agricoles (Hulme 2009).

Ensuite, ils influencent indirectement ou directement les facteatisjues et abiotiques d’'un
environnement. Il a été montré par exemple que les activités hunaaio&lérent le processus
de réchauffement climatique. Celui-ci peut favoriser indireatéres processus d'invasion
en permettant la dispersion spatiale des populations invasives danwuwadles aires
géographiques, et en modifiant les interactions biotiques (Waltlar2002).

Les perturbations anthropiques effectuent aussi directementtde pressions sur la matrice
environnementale. Il est souvent rapporté que la fragmentation dedthalbi¢ par exemple a
la création de systéemes agricoles a grande échelle, modifdqdeament le paysage et
provoque une disparition d’habitats naturels et des especes qui lesnicdigpperte de

biodiversité ainsi générée crée un contexte dépourvu de prédateurs aumpétiteurs,
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augmentant ainsi le risque d’explosion démographique des especessdapé nouvel

environnement.

Les parameétres environnementaux (macroclimat, facteurs bioteguasiotiques locaux) et
anthropiques constituent des facteurs régulateurs du succés d'unsnnvaéfinir les
facteurs favorables a I'établissement d’'une population invasiveitt@nsine approche de
base pour prédire les risques d’invasions biologiques. dmg®oches corrélatives et
mécanistiquessont deux méthodes complémentaires permettant de modéliser étule |ar
distribution des espéces en réponse aux modifications environnemeBiabitey et al.
2010).

L’approche corrélative associe les données sur la présenceapjéiogge des especes aux
données environnementales des localités ou elles ont été inventdriépproche
mécanistique utilise les données intrinseques a I'espéce (ngegade tolérance au froid)
couplées aux données environnementales (e.g. amplitudes thermiques) intépemdede
I'origine géographiques des échantillons.

Ainsi, I'approche corrélative modélise les habitats favorabléstablissement d’une espéce
alors que l'approche meécanistique modélise les niches écologiqeasnéy 2006). Un
habitat décrit I'endroit physique (parametres abiotiques) ou un erganvit ou peut
potentiellement vivre, a une échelle spatio-temporelle donnée. thme correspond au sous-
ensemble des conditions environnementales qui influencent un organismemoyelane
absolue de la fitness des individus est supérieure ou identique a diches écologiques
définissent donc un ensemble des conditions environnementales telles gpéce @donnée
peut former des populations viables.

On distingue les niches écologiques fondamentales des niches geefogealisées, qui
constituent les zones biogéographiques réellement occupées pmcdesn effet, les
interactions interspécifiques (e.g. compétition) et la préseadmrrieres géographiques (e.g.
mer) limitent la dispersion spatiale des espéces au coursudéitoire évolutive. Les
activités humaines récemment amplifiées, favorisent la dispespatiale et sont ainsi
souvent responsables des processus d’invasion biologique. Les miliewesgéacgrande

échelle réduisent la diversité biologique, permettant I'étalplieae de nouvelles populations
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dans des niches écologiques vides, dépourvues de compétiteurs ou deunsréShiea &
Chesson 2002).

La connaissance des facteurs nécessaires a la survie d’'unatipopulvasive constitue un
outil de lutte intéressant en matiere de prévention pour lithiteoduction et la propagation
de telles populations.

.2.4. IMPACTS

Les invasions biologiques, dont le succés dépend des facteurs précatemomeés, a des
conséquences parfois désastreuses. Elles sont considérées &amima seconde cause de

perte de biodiversité mondiale, aprés la destruction des habitats (Mooney & Hobbs 2000).

Les mammiféres a l'origine de populations invasives a travarmlale sont principalement
des rongeurs. Toutes les especes de rongeurs ne constituent pas umemagaiae pour
I'économie et I'environnement. Les rongeurs représentent plus de 42%speces de
mammiféres au monde (Apliat al. 2003). Leur réle écologique est primordial dans un
écosysteme. Dans la chaine alimentaire, ils sont consommateurslackes et de
champignons, et constituent les proies d’'un grand nombre de prédateypsarticipent
également a la pollinisation, la dispersion des graines, eati@aérdes sols par leurs activités
souterraines.

Bien que souvent bénéfiques dans I'écosysteme, quelques especes adaptégs aux
environnements anthropiques et certaines populations sont devenues invasi®geur le
rat noirRattus rattugLinnaeus, 1758) et le rat briRattus norvegicuBerkenhout, 1769) ont
une distribution géographique quasi-mondiale et constituent des populatioss/éava
I'origine d’'importants dégats. Certaines especes de rongeuiéseatent ainsi un tres bon

modéle d’étude d’invasion biologique.

Les populations invasives de rats ont des conséquences écologiquesiépeitdiversite),

economiques (dégats agricoles) et humaines (émergence de zpdmoses) dramatiques.
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En effet, ces populations peuvent étre a 'origine de modificatianiegiques et conduire a
I'extinction d’especes endémiques en exercant des fortes preskomsedation et de
compétition. Quatre especes de rongeurs ont éte identifiees aaspoasables d’extinctions
de onze especes endémiques en milieu insulaire : le rat Rattug norvegicys le rat noir
(Rattus rattuy le rat polynésienRattus exulansPeale, 1848), et la souris domestigMieig
musculus Linnaeus, 1758). Le rat noir est impliqué dans la majoritéimdpacts (Harris
2009). Le transport humain est souvent responsable de I'introduction dgpeessedans les
fles. En effet, ces quatre espéces se sont adaptées ausngrasshropiques et sont devenues

commensales de 'homme.

Le rat noir est une espece généraliste qui se reproduit tpdemsent. Dans un
environnement favorable, une femelle peut étre a I'origine de 200 destertasix mois
(National Geographic 2009). Cette espece est a I'origine de nosésravasions biologiques

a travers le monde. Elle est considérée responsable de cép@ades de famine en Inde a
travers les dégats occasionnés sur les bambous (Pahwhr2008). Dans les rizieres, les
rongeurs provoquent des dégats importants sur les récoltes (5 a 10@rattulzion de riz),

et il a été estimé que ces pertes annuelles pourraient nourrmifiéhs d’étres humains
chaque année (Normile 2010; Singletriral. 2003a). Dans le sud-est asiatique, il existe plus
de 418 especes de rongeurs, dont 65 causes de sérieux dégats sululgmpsoagricoles
(Singletonet al. 2003b). En plus des impacts alimentaires, ces dégats représEsqartes

economiques importantes et parfois méme dramatiques pour les agriculteurs.

De plus, les rongeurs qui vivent & proximité de I'hnomme sont vectiuplus de 60 zoonoses
(i.e. maladies transmissibles a I’'homme). Parmi ces nombrensadies, la plus connue est
la peste, qui a été a l'origine d’épidémies dramatiques en E¢egpaminant 30 % a 50 %
de la population européenne) et qui sévit encore en Afrique. La leptospérdgphus, les
hantavirus et les arenavirus sont d’autres maladies zoonotiquesisesgar les rongeurs
qui sont potentiellement mortelles (Mills & Childs 1998; OstfeldH&lt 2004; Plyusninaet
al. 2009). Durant I'année 2000, 14 000 cas de leptospiroses ont été recembasiarde et
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365 déces ont été recensés parmi les cultivateurs de riz. Estamhées 1995 et 2000, au
moins 25 nouveaux hantavirus et arenavirus ont été identifiés (Singteab2003b).

Prévenir et limiter ces fléaux représente un enjeu importantatLeoir a récemment été
inscrit sur la liste des « 100 especes exogenes les plus nuaiblesnde » (Lowet al.
2000).

[.3. STRUCTURE GENETIQUE SPATIALE D'UNE POPULATION
INVASIVE

[.3.1. DISPERSION SPATIALE

Cette premiere partie de lintroduction a souligné I'importancelele« mécanismes sous-
jacents des processus d’invasion: l'adaptation aux contraintes enviremiades, qui
conditionne la survie des individus d'une population, et la dispersion, qui permet
I'introduction et la colonisation d'une population dans un habitat et évemgglteles
habitats adjacents. La dispersion est un processus fondamental guiceflagéponse d’'une
population aux modifications environnementales et a la fragmentatibhatiitat. Un autre
mécanisme tout aussi important est la reproduction, qui permeditdien temporel d’'une
population. La reproduction est également responsable de la tranendss adaptations
dans une population et de I'explosion démographique a I'origine de amvapatiale d’'un
habitat.

D’un point de vue théorique tous les individus qui constituent ces populationfexppant a
la méme espéece et sont, par définition, capables de se reprodrerewentLa reproduction
permet I'échange de génes au sein d'une population. En conditions laajutelis les
individus d’'une population ne se reproduisent pas entre eux et plusieunsé{vasasont
susceptibles de limiter ces échanges de genes. D’'une palistdace géographique elle-
méme limite la probabilité de croisement entre individus trésgréts. D’autre part,

I'isolement géographique, lié par exemple a I'existence dhaoge ou d’une riviere, peut
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constituer une barriere relativement infranchissable et amgefi la dispersion, et donc la
possibilité de reproduction entre des individus. Un tel phénoméne a réntdtdmebservé
chez un rongeur nord-américain, le tamia régéias striatuslont la dispersion est fortement
limitée par les rivieres (Chambers & Garant 2010). Les coméiide I'habitat agissent ainsi
sur lintensité du flux de genes (i.e. échanges de geénes lora deptoduction), la
démographie locale, les voies possibles de migration, et laisgleg différents traits (cf
partie 1.2.2). L’isolement écologique peut aussi représenter unerpadrla reproduction, par
exemple chez des plantes dont la floraison est différée a dause composition des sols
disparate de I'habitat.

Le fonctionnement social d'une espece est également un facteoflgemnce les mécanismes
de reproduction et la dispersion spatiale des individus. Par exerhple deux especes de
rongeurs, le campagnol des chanibisrotus arvalis et le tuco-tuco méridionaltenomys
australis les femelles ont une distance de dispersion plus faible queéles qui parcourent
de longues distances pour se reproduire (Matral. 2010, Gauffreet al 2009). Certaines
especes ont des fonctionnements grégaires basés sur la forneagjoouges d’individus au
sein d’'une population (e.g. colonies, troupeau) et vont préférentiellemerproduire avec
les individus du méme groupe, et inversement certaines espéeces ontéeada reproduire
avec des congéneéres tres éloignés (géographiquement et génétiquement).

L’ensemble de ces parametres conduit souvent a ce que les mopukadient spatialement
structurées dans un environnement. Comprendre la dynamique de la dispeasiale des
populations invasives est primordial pour adapter des techniques desffiti@ses. En effet,
déterminer I'organisation spatiale d’une population invasive pernagrtifier d’éventuelles
sous-populations, pouvant constituer des unités d’éradications, et de rdédesteones

refuges, impliquées dans les processus de recolonisation aprés une pressibmide ¢

Il existe deux types d’approches pour I'étude de la structurgakgpaes populations en
conditions naturelles : 'approche directe et I'approche indirecte.
L’approche directe est généralement basée sur des observatotestdeques de télémétrie,

ou de capture-marquage-recapture. Les mesures de densité ont pateegemmis de
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caractériser les cycles de pullulation du campagkeicola terrestris schermamlans le
département du Doubs (Giraudoak al. 1997). Bien qu’elles soient souvent onéreuses et
chronophages, elles ne sont pas invasives pour les animaux et ont {avsaunp@lémentaire
de prendre en compte lidentité des individus étudiés (e.g. sexe, @gpgndant, les
observations d’'une population en conditions naturelles peuvent s’aveéieileditirsqu’il
s'agit d'espéces mobiles difficiles a observer (e.g. discte petite taille, nocturne). De plus,
les migrants a « longue distance » ne sont pas toujours détectibles taux et distances de

migration sont souvent sous-estimes.

La génétique des populations est une approche complémentaire qui perméied’a
structure spatiale d’'une population dans son environnement. C’est une mathiozigte car
elle est basée sur une analyse génétique de I'apparentéesemdividus échantillonnés en
fonction de leur localisation dans I'espace. Elle permet d’intégtes les évenements spatio-
temporels de la dispersion par un seul échantillonnage. C’'est utigod®émoins
contraignante en temps et en main d’ceuvre qui s’est beaucoup déveleppédermiéeres
années grace aux avancees techniques et statistiques. Cepenelastuféle souvent du

manque d’information sur I'age de la dispersion.

[.3.2. STRUCTURE GENETIQUE SPATIALE

La génétique des populations est une vaste discipline de rechercpermeit entre autre
d’étudier les distances physiques qui séparent un parent de ganifuce et reflete les
capacités de dispersion spatiale d’'une population. Elle permet dedrépdprides questions
cruciales pour la gestion des populations invasives, telles que : Cod#&ieopulations ou
sous-populations sont représentées dans une invasion ? Comment sospadllement
organisées et connectées dans le milieu envahi? Quelle estnBorgiographique des

individus invasifs et quels ont été les épisodes d’introduction?

Elle regroupe les théories de la sélection naturelle de Datnde I'hérédité de Mendel. Elle
repose sur un modele de population idéale (loi de Hardy-Weinberg) popaation

panmictique (les gamétes s’associent au hasard), de taifie jrdans contrainte évolutive
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(sélection, mutation, migration, dérive). Dans une population idéal&étpsences alléliques
sont maintenues constantes de génération en génération. Des fréqabéligues en

déséquilibre peuvent ainsi donner des informations sur le statut d'une tpopuRar

exemple, pour une espece diploide, un excés d’individus homozygotes part r@pp0
proportions attendues dans une population idéale (« a I'équilibre »@spomnd a un fort taux
de consanguinité (reproduction entre individus apparentés). Un tedeypepulation peut en
outre caractériser un effet Wallhund, c’est-a-dire que la populagbrstructurée en sous-

unités (i.e. demes).

A partir d’'un échantillon d’individus, les méthodes statistiques démges bayésiennes
permettent de regrouper les individus dans des populations idéaletersanempte de leur
origine géographique (Pritchaed al. 2000 ; Falustet al. 2003). Cette méthode, appelée test
d’assignation, permet de définir sans a priori un certain nombpemldations dans la zone

échantillonnée.

Plusieurs modeéles ont été élaborés pour comprendre comment salesyeait structurées
ces populations. lls reposent sur la notion de deme, qui définit une sausdlumie

population, et de cohésion entre demes (i.e. flux de génes), qui corresgomijeants qui

s’y reproduisent. Plusieurs modeéles de structure de population ontabt#ésl Les plus
connus sont : le modéle de population en ile (Wright, 1951), le modéle de mopdati
treillis (Kimura & Weiss 1964 ; Kimura 1953), et le modéle d’is@empar la distance
(Wright 1943 ; Wright 1946). Le modeéle de population en ile considérehgugie deme a la
méme probabilité d’échanger des individus, quel que soit sa localigétgmaphique, et que
les échanges entre chaque deme contiennent une proportion identiquediisidiei modele
de population en treillis, ou « stepping-stone », suppose que la prigbabédichange
d’individus entre deux demes est inversement proportionnelle a la @isjantes sépare. Le
modéle d’isolement par la distance rejoint le modéle précégptifaé & une population
continue. Dans ces deux derniers modeles, la distance géenétiquiesmdividus augmente

avec la distance géographique qui les sépare.

Il existe difféerents marqueurs génétiques permettant ce tygadds (e.g. isozyme, SNP,

Indels, RFLP). Les marqueurs microsatellites sont les plusségtilcar ils sont tres
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polymorphes et « neutres », c’est-a-dire non soumis a la pressiséledtion naturelle et
permettent ainsi d’identifier des individus apparentés (Quetlel1993 ; Jarne & Lagoda
1996). Ce sont des séquences hypervariables de 'ADN nucléaire compgesépétitions de
courts motifs de nucléotides (e.g. AT) dont la mutation consistajeat ou la soustraction

d’un ou plusieurs motifs.

1.3.3. APPLICATIONS POUR LA GESTION

Jusqu’a présent, la génétique des populations était un outil principalatiesét dans le
domaine de la conservation. Il permettait de déterminer les agmedéger pour maintenir la
viabilité d’'une population menacée dans un habitat perturbé. Cet outdepsis peu
transposeé a la lutte contre les populations invasives (Retlials2006).

Ainsi la méthode de génétique des populations décrite précédemmeret ple définir la
structure d’'une population selon un modéle discret (e.g. modeéle erefiping stone) ou
continu (isolement par la distance), a partir duquel il est possidkborer des stratégies de

gestion adaptées (Figure 5).

0 1

Figure 5. Schéma de patrons de dispersion spatiatfune population. L’habitat est représenté sous
forme de grille et les individus sont représentés en sarés. A gauche, les individus semblent
dispersés aléatoirement dans I'habitat, et & droite ils sotilepgent regroupés en un patch dense
(deme).

Dans un modéle discret, des unités populationnelles (demes) qui stini¢emsemble de la
population peuvent représenter des « unités d’éradication » dans la lutéelespbpulations
invasives et permettre aux gestionnaires de développer degjisgatie lutte efficace
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(Abdelkrim et al. 2005a ; Plasbokt al. 2007). Appréhender le flux génique qui maintient la
cohésion entre ces démes est un facteur & ne pas négligerettanapproche, car il est
souvent a l'origine de processus de recolonisation. En effet, I'é@tamficd’un deme libére un
territoire qui peut étre rapidement colonisé par les individus dessladjacents et conduire a
I'établissement d'un nouveau deme. Le degré de cette connexion dléfihitlle spatiale
nécessaire pour le succes de I'éradication. Ainsi, chez leuraRattus norvegicusne étude
réalisée sur I'lle South Georgia a permis de définir que la populétait assez isolée et
constituait une petite unité d’éradication (Robertson & Gemmell 2@0d)s qu’une autre
étude réalisée dans les Tles bretonnes a montré que les popudsdiens tres connectées
entre les différentes iles et définissaient une grande unitéditétion (Abdelkrimet al.
2005b).

Dans un modéle continu, les populations sont diffuses et ne montrent pasiafieres en
demes interconnectés. Ces populations sont géographiquement ou démograpliiqueme
grandes et ne permettent pas de délimiter des unités d’'éiadiaaproprement parler. Une
gestion de controle semble plus réaliste pour appréhender ce miodkdeiee la taille de la
population (Myerst al. 2000 ; Spencer & Woolnough 2004).

Le développement des techniques moléculaires a permis d’éaofiainp des connaissances
sur les problémes liés aux invasions biologiques (e.g. origine diavesion, unité
d’éradication), constituant ainsi un outil précieux pour aider a lsidacd’'une stratégie de
lutte adaptée, comme prévenir les invasions en bloquant les vaig®dliction, ou encore
définir des unités d’éradication.

Un autre champ d’application tout aussi intéressant, la « génétixjaelbgique » s’intéresse
a caractériser les effets des pesticides et des polluanties populations (Belfiore &
Anderson 2001). Ces analyses permettent d’étudier les adaptatioles lenalien avec la
matrice paysagere ainsi que leur maintien grace aux migsaElles peuvent ainsi permettre
d’évaluer la transmission de caractéres particuliers, tel$agésistance aux pesticides dans
le contexte d’une lutte chimique.

La génétique des populations est ainsi un outil d'aide a la décigant d'élaborer une
stratégie de lutte. Elle peut également permettre d’évdieficacité d’une lutte anti-

nuisibles en temps réel pour mieux I'adapter.
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I.4. TOXICOLOGIE DES ANTICOAGULANTS ANTAGONISTES DE LA
VITAMINE K (AVK)

Au cours des siécles, plusieurs techniques de lutte anti-rongeutg détvéloppées (Encadrée
1). La lutte chimique a base d'anticoagulants anti-vitamine WK)Aest la plus utilisée a
travers le monde. Ces raticides provoquent des hémorragies |gteddues jours apreés
ingestion. Cela permet d’éviter I'apparition de résistances cdementales (i.e. refus de
consommation d’appats) (Bruntoet al. 1993). Les rongeurs possedent des capacités
cognitives développées : ils seraient capables d’associer és di&s congénéres avec la

consommation d’un pesticide a action immédiate.

Les anticoagulants AVK sont utilisés pour lutter contre les naisgenais €galement pour la
prévention et le traitement des maladies thromboemboliques chezm#ols inhibent le
processus de coagulation sanguine et provoquent une mort par héesorlaghgissent en
bloquant le mécanisme de régénération de la vitamine K, moléssiatielle a la synthese
de facteurs de coagulation, d’ou leur nom « d’anti-vitamine Kendyme cible des AVK est
la VKOR (vitamine K epoxyde réductase) qui est responsable rdgdaération de vitamine
K.

Pour comprendre son mécanisme d’action, il est important de comprenahériomene de

coagulation sanguine dont les AVK sont antagonistes.
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La lutte biologique

La lutte biologique consiste d’une part a introduire un prédateur naturel du nuisible, tel que la chouette
effraie Tyto alba (Puan et al. 2012 ; Duckett 1976).

D’autre part, il peut s’agir d’utiliser un parasite naturel de I'espéce cible a une concentration létale. C’'est le
cas de Sarcocystis singaporensis, protozoaire originaire du sud-est asiatique dont I’'hote définitif est le
python (Python reticulatus) et I'hGte intermédiaire du genre Rattus ou Bandicota. Normalement
asymptomatique pour ses hotes, il provoque une pneumonie létale chez les rats a forte concentration
(Jakel et al. 2006). Naturellement présent a faible doses, des études sont nécessaires pour connaitre son
impact a fortes doses sur I’environnement et I’homme.

La lutte physigue

La lutte physique, ou mécanique, concerne principalement I'utilisation de pieges. Récemment le TBS (Trap-
Barrier Systems), un systeme de barriere en plastiques agrémentées de pieges, a prouvé son efficacité dans
les rizieres (Aplin et al. 2003 ; Singleton et al. 2003). La fumigation ou I'inondation des terriers, et la chasse
massive sont également utilisées.

La lutte chimique

La lutte chimique contient un large spectre de poisons. Les pesticides sous forme d’appats contiennent une
matiere active létale aprés ingestion. L'utilisation de raticides a base d’anticoagulant est aujourd’hui la
méthode la plus largement répandues dans le monde. Cependant, d’autres raticides moins chers, tel que le
phospure de zinc (Leung 2007), sont encore utilisés. Des pesticides alternatifs (e.g. insectides a base
d’organophospates ou d’endosulfan) sont utilisés lorsque les raticides légaux sont difficiles a trouver ou
trop onéreux pour les fermiers. Il existe aussi des vaccins immuno-contraceptifs spécifiques de I'espéece
cible qui consistent a infecter les animaux avec des protéines reproductrices générant une réponse
immunitaire qui interrompt la fertilisation. Des simulations sur des populations de souris en milieu agricole
montrent que l'application des vaccins immuno-contraceptifs sur deux tiers des femelles fertiles permet
d’éviter les pullulations (Chambers et al. 1999).

Encadré 1. Techniques de luttes anti-rongeurs

.4.1. PHYSIOLOGIE DE LA COAGULATION SANGUINE

La coagulation sanguine, ou hémostase, est un processus physiolqgigpermet de
maintenir le sang a I'état fluide a I'intérieur des vaisseaoxs d’'une lésion vasculaire, une
vasoconstriction localisée au niveau de la lésion permet de réduilex sanguin et de
favoriser le processus d’hémostase en modifiant les conditions héamoidyies. Trois étapes
sont initiées simultanément lorsque la structure interne de lleéldon (i.e. paroi du
vaisseau sanguin) est en contact avec le sang : I'hnémositasérgri’hémostase secondaire,
et la fibrinolyse. L'ensemble de ces réactions est régulédpar mécanismes d’auto-
amplification et d'inhibition, qui permettent le maintien de I'éduidi hémostatique et la
localisation de ce processus au niveau de la Iésion vasculsgraps de la réparation de la
paroi du vaisseau. La rupture de I'équilibre hémostatique provoque une theofekoss de

coagulation) ou une hémorragie (déficit de coagulation).
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La lésion vasculaire met en présence le matériel plasmaicpela structure interne de la
paroi vasculaire, dont certaines molécules réagissent aveackesirs cellulaires et

moléculaires de 'hémostase qu’elles activent

L’hémostase primaire conduit a une obstruction temporaire de la breche par la formation
d’'un thrombus blanc localisé au niveau de la Iésion vasculaire (Fégute thrombus blanc
est composé d'un agrégat de plaquettes liées les unes aux artrdes molécules de
fibrinogene. Dans un premier temps, les plaquettes forment une monocollclagreen
adhérant a la structure interne de la paroi vasculaire (ésas-endothélium et média) grace
au récepteur membranaire plaquettaire GPIb qui se fixe aeufagon Willebrand et au
collagéne de I'endothélium ainsi exposés a la lumiére endoth®ehs. un second temps, les
plaquettes adhérées sont activées et libérent leur contenu vési¢oddcium, facteur von
Willebrand...) dans le plasma. Cette dégranulation déclenche I'aigrégaaquettaire en
attirant des plaquettes circulantes qui se fixent et s’auttigar la premiére couche de
plaquette. Les récepteurs membranaires GPIIb/llla des plageetbssent une modification
conformationnelle qui leur permet de fixer le fibrinogene en présatec calcium. Le
fibrinogene sert de liaison entre les plaquettes activées pouerf un caillot plaquettaire
appelé thrombus blanc.

La membrane des plaquettes contient une double couche de phospholipidesdégacon
asymétrique. Les phospholipides anioniques prédominants a l'intérieuex@entalisés lors
de l'activation plaquettaire pour servir de surface de catalyseé&etions de I’'hnémostase

secondaire.
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Figure 6. Hémostase primaire.L’adhésion des plaquettes sur la surface lésée (1), adive |
dégranulation (2) et provoque I'aggrégation de plaguettes ciresldB). L'aggrégation plaquettaire
aboutit a la formation d’'un amas plaquettaire, le thrombus blanc (4).

L’hémostase secondaireest une cascade de réactions enzymatiques qui aboutit a la
transformation du fibrinogéne de l'agrégat plaguettaire ennébimsoluble (Figure 7). Ce
processus consolide le thrombus blanc en renforcant les liaisondesnplaquettes, et le
prolonge, emprisonnant les globules rouges (thrombus rouge). L’hémestamalaire fait
principalement intervenir des molécules plasmatiques appeléesirfacte coagulation, qui
sont des proenzymes synthétisées par le foie. Les fadiewsagulation circulent sous forme
inactive dans le plasma et sont activés au cours du processus rdestage secondaire.
Chague facteur activé peut activer un autre facteur ou modifierines protéines impliquées

ou non dans la coagulation. Il y a deux voies d’activation de I'hémostasedaire : la voie

extrinseque et la voie intrinseque (Figure 7).

La voie extrinseque est inititn vivo par le contact entre le facteur de coagulation
proconvertine (FVII) et le facteur tissulaire (FT), réceptex@mbranaire exprimé au niveau
des cellules musculaires lisses et des fibroblastes dediavaaculaire. Le FT est exposé a la
lumiéere endothéliale lors d’'une lésion vasculaire. Il activiexetle FVII en présence d’ions
calcium. Le complexe ainsi formé (FT-FVlla) est capabletiacle FVII dans une réaction
d’auto-activation. Quand le FT est en exces, le complexe FTaFAdtive directement le
facteur Stuart (FX). Cette voie peut étre rapidement inhibéd'iphaibiteur de la voie du

facteur tissulaire (TFPI). Le complexe FT-FVlla actagssi le facteur anti-hémophilique B
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(FIX) quand le FT est peu présent ou linhibition par le TFPI prépant&r En présence
d’ions calcium et des phospholipides anioniques de la surface des fa@ativées, le FIX
activé forme un complexe équimoléculaire avec son cofacteut&faanti-hémophilique A
(FVI). Le complexe ténase (FIXa-FVllla) active ensdgeFX en FXa. L'activation du FX
peut donc se faire par le complexe FVII-FT ou par le compleaséélorsque peu de facteurs
tissulaires sont exposés dans la lumiére endothéliale. Lerfiagit avec la proaccélérine
(FV) en présence d’ions calcium et des phospholipides anioniquesdddee plaquettaire,
pour former le complexe prothrombinase (FXa-FVa). Ce complexeealeti prothrombine
(FIl) en thrombine (Flla). La thrombine est une enzyme tres gntiss dont le principal
substrat est le fibrinogéne soluble quelle transforme en monop@fdsrine insolubles. La
thrombine active également le stabilisant de la fibrine (FXii crée des liaisons covalentes
entre les monomeres de fibrine. De plus, la thrombine catalyse sa proprediomnaactivant
le FXI et les cofacteurs FVIIl et FV.

La voie intrinséque ne fait pas intervenir de facteur extéri@mnte le facteur tissulaire, elle
est initiéein vitro par un systéme de contact entre le facteur Hageman (feXKininogene
de haut poids moléculaire (KHPM) aux surfaces électronégativesous-endothélium. Le
FXlla transforme la prékallicréine (PK) en kallicréine qotie le FXII (boucle d’auto-
amplification). Le FXlla active également le facteur Rosan{#Xl) par protéolyse, qui
active ensuite le FIX en présence de calcium. Puis, le precekactivation enzymatique

continue comme dans la voie extrinseque décrite précédemment.
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Figure 7. Hémostase secondaireCascade enzymatique qui consiste en l'activation successive de
facteurs de coagulation. Les complexes (FT-FVIla), ténagklgF-1Xa), prothrombinase (FVa-FXa)
nécessitent la surface catalytique plaquettaire (PL et Ca2+gpeuactifs.

Plusieurs mécanismes régulent le processus de la coagulafioritent son extension au
reste du vaisseau : tleécanisme d’inhibition et la fibrinolyse

Il existe des inhibiteurs pour l'activation de chacun des facteairsodgulation (Figure 7).
L’antithrombine inhibe I'activation des Flla, FIXa, FXa, FXla. kgsteme protéine C -
protéine S inhibe I'activation des FVa et FVllla. Le TFPIs§Lie Factor Pathway Inhibitor)
inhibe I'activation du FX par le complexe FT-FVlla. Les facsede coagulation activés
localement sont rapidement dilués dans la circulation ou ils vontiréotives par des
inhibiteurs physiologiques de la coagulation.

La derniére étape du processus de coagulation est la fibrinolygeermet la dissolution du
caillot de fibrine aprés réparation tissulaire de la paroi dasgai. Cette étape est réalisée par
la plasmine, enzyme protéolytique puissante, qui cléture le procdssesagulation. La

fibrinolyse permet également de limiter I'extension du caillot dans le destvaisseau.
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Il'y a un équilibre permanent entre les mécanismes de I'héseogtamaire et secondaire) et
les mécanismes régulateurs de I'némostase (inhibiteurs deoliese et fibrinolyse). Le
principe des anticoagulants utilisés pour la lutte anti-rongetideesompre cet équilibre en

provoquant un déficit en facteurs de coagulation, indispensables a 'hémostasaisecond

[.4.2. FACTEURS VITAMINE K-DEPENDANTS (VKD)

Certains facteurs de la coagulation (FIl, FVII, FIX, FX) efrtains inhibiteurs de la
coagulation (protéine C, protéine S) sont des protéines vitamine K-adgpesdVKD). Ces
molécules nécessitent une modification post-traductionnelle pourogtctioinnelles. Cette
modification a lieu dans le foie par 'enzyme gamma-glutaraytbaxylase (GGCX), et son
cofacteur aromatique, la vitamine K (Tie & Stafford 2008). La gancarboxylation consiste
a modifier les résidus acides glutamiques (Glu) en résidus-geitima-carboxyglutamiques
(Gla) (Suttie 1985) (Figure 8). Cette modification conformationnellenpede chélater le
calcium pour créer des liaisons aux phospholipides membranaires. Lessfdeteoagulation
VKD utilisent les phospholipides membranaires des plaquettes aGtiecéenme surface
catalytique. Les molécules non gamma-carboxylées sont donc non ioediés car elles ne
pourront pas se fixer aux surfaces plaquettaires pour activéreddacteurs procoagulants.
Les facteurs non fonctionnels circulent sous forme de PIVKA (frdtduced by Vitamin K
Absence) : PIVKA II, PIVKA VII...

La gamma-glutamyl-carboxylase (GGCX) est une glycoprot&iembranaire du réticulum
endoplasmique qui modifie les protéines VKD lorsqu’elles sont sésrétir ce dernier. Cette
réaction se déroulerait en deux étapes indépendantes (Biowaid 1995). La vitamine K
hydroquinone (KH) sert de cofacteur pour permettre a la GGCX de soustuairéon
hydrogene du résidu Glu pour former un carbanion. Puis I'ajout d’'une moléeulioxyde
de carbone au carbanion intermédiaire produit un résidu Gla (FByursu cours de cette
réaction, la vitamine K hydroquinone (KHest oxydée en vitamine K époxyde (KO).
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Figure 8. Mécanisme de réaction de gamma-carboxylatiorLa y-glutamyl-carboxylase convertit
des résidus acides glutamiques (Glu) des protéines wigani{-dépendantes en résidus acigles
carboxy-glutamique (Gla) par production d'un carbanion et ajout d'una@@ésidu Glu.

La vitamine K étant produite par les cyanobactéries et lemmmes photosynthétiques, sa
guantité est limitée chez les mammiferes car elle dépendusutes apports alimentaires
extérieurs. La vitamine K oxydée doit donc étre régénérée emindaK réduite pour
permettre le maintien des réactions de gamma-carboxylationaireti I'équilibre

’lhémostatique. Le cycle de la vitamine K permet cette regénératidio(8ta005).

1.4.3. CYCLE DE LA VITAMINE K

Le cycle de la vitamine K est principalement assuré par ustéipe transmembranaire du
réticulum endoplasmique des cellules hépatiques, la vitamine K époggldctase (VKOR).

La membrane du réticulum endoplasmique étant un environnement celttéasirexydant,
des auteurs ont proposé un modele positionnant physiquement la VKORG&OHA trés
proche l'une de l'autre pour protéger la vitamine K réduite jusga’aéhction dey-
carboxylation (Wallin & Hutson 2004). Une protéine chaperonne du réticulum
endoplasmique, la caluménine serait un régulateur commun de ces deessps. La
calumeénine est un inhibiteur de la GGCX (Wagthal 2004) et module I'activité de VKOR et

sa sensibilité aux AVK (Wallin & Hutson 2004).
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Figure 9. Cycle de la vitamine K dans les cellules hépgties.La vitamine KO est réduite en KH
puis en KH par la VKOR. La VKOR a probablement un partenaire possédant unirmoma
thiorédoxine (S-S).

Le cycle de la vitamine K comporte deux étapes de réduction €8uiLa premiere étape
réduit la vitamine K époxyde (KO) sous forme de vitamine K quin@€id), puis une
deuxieme étape réduit la forme quinone (KH) en vitamine K hydroquigiGd2), cofacteur

de lay-carboxylation. La VKOR est capable de réaliser les deuxtio@éacde réduction
successives (Cheat al. 2006), mais est principalement impliguée dans la premiere étape de
réduction (KO->KH) (Tieet al2011). Jusqu’a présent, la deuxieme étape de réduction (KH-
>KH2) était supposée étre principalement réalisée par une erm&gistante a la warfarine, la

DT-diaphorase ou NAD(P)H-dépendante quinone oxydo-réductase (NQOIn(&/Martin
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1987). Récemment, il a été démontré expérimentalement que 'alukenetde enzyme, chez
des souris knock-out pour le gene NQOL1, ne provoque pas d’hémorragigset@l. 2008).
Une autre enzyme résistante a la warfarine serait impligaés cette réaction (Tiet
al.2011).

La VKOR est sensible aux anticoagulants antagonistes dealaing K (AVK). Les AVK
inhibent I'activité réductase de la VKOR, ce qui interrompt leleyle régénération de la
vitamine K. Cela bloque indirectement+acarboxylation des facteurs VKD, et conduit a la
production de PIVKA. Le déficit en facteurs de coagulation fonctiorpmtsirbe ’'hémostase
secondaire, provoquant des hémorragies pouvant étre létales. Les AUK délai d’action
car les facteurs de coagulation ont une durée de vie variableldie@é&tion des AVK est
variable suivant leur toxicité (de 1 a 7 jours). On distingue leK A¥ premiere génération,

et les AVK de seconde génération, plus toxique.

L’anticoagulant oral le plus étudié est la warfarine, éastda molécule la plus utilisée dans

le monde.

[.4.4. MECANISME BIOCHIMIQUE DES AVK

Pour comprendre le mode d’action biochimique des AVK, il est nédoesda connaitre la
structure et le fonctionnement de la molécule inhibée, VKOR. ndalgs récentes

découvertes sur VKOR, le mécanisme biochimique des AVK n’est pas élucidé.

La récente découverte du gérercl (Rostet al. 2004 ; Liet al. 2004), codant pour la sous-
unité principale du complexe enzymatique VKOR, a initié de nomhkraugux de recherche
sur les caractéristiques structurales et fonctionnelles aeolécule cible de la warfarine.
VKORC1 est une protéine transmembranaire de 18 kDa. Elle esséscalur le réticulum

endoplasmique rugueux des cellules hépatiques. Son noyau catalytiqua demaine
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transmembranaire (Wajigt al. 2005). Il a été démontré que les AVK sont des inhibiteurs non
compétitifs de l'activité de la VKORC1 (Lasseatral.2006).

Chez les mammiféres, la VKORC1lpossede une paire d’acides anysi&snes (Cys) en
positions 133 et 135, qui correspond a un motif CxxC car elles sont separéteux acides
aminés variables. Ce motif tétrapeptide CxxC est supposé étre le sitkedatffrotéine. Chez
les mammiféres, le site de fixation des AVK se situesaitle motif TYA aux positions 138-
140 de VKORC1, non loin du site catalytique Gys Cysss(Rostet al.2005).

Un résidu cystéine est composé d’'une chaine latérale posséddomende soufre (S), qui
est sous forme de groupement thiol (SH) a I'état réduit. Dammatii CxxC, une liaison
covalente entre I'atome de soufre (S) de chaque résidu cydt&ime un pont disulfure (S-S)
ou un dithiol (SH-SH). Les échanges dithiols/disulfures permedtenéduire ou d’oxyder les

protéines.

C-x-x-C C-x-x-C

+ .
| | ——» \ / +2H +2e
SH SH S-S

La VKORC1 pourrait réduire la vitamine K via ce flux d'électroes de protons. Le
partenaire physiologique rédox de la VKORC1 qui permet des échditbeds/disulfures
reste incertain. Plusieurs modeles ont été proposés, impliquant unieepegpartenant a la
super-famille des thiorédoxines (Schulmab al. 2010). La thiorédoxine catalyserait
également le repliement tridimensionnel correct de VKORC1, ajps ['ouverture
(réduction) et la fermeture (oxydation) des ponts disulfures deéimest (activité oxydo-
reductase) (Wajitet al. 2007). Elle pourrait étre de la famille des glutathion-S-transééra
(GST) (Cainet al. 1997), ou des protéines disulfides isomérases (PDI) (Goodstadt & Ponting
2004).

A ce jour, la structure tridimensionnelle de VKORCL1 chez leapas été découverte. Des
homologues de la VKORC1 humaine existent chez de nombreux groupes dorgmni
vertébrés, invertébrés, plantes, bactéries, archées (Goodstadt iQRgP2004). Toutes les
séquences protéiques analysées par ces auteurs possedentgjdatreystéines et un résidu

Sérine/thréonine, qui auraient un r6le fonctionnel. En plus du motif Cxx@degunent
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expose, une paire de cystéines additionnelles en positions 43 et 5hohend, permettrait
les échanges dithiols/disulfures avec la thiorédoxine. Ces échpegasttraient ensuite de

réduire le motif Cyss, - CySss qui a été oxyde par la réaction de réduction de la vitamine K.

Certaines études réalisées avec des algorithmes (GoodstadhtagP2004) et avec une
cristallisation de protéine de bactéries @tial. 2010), suggerent une structure en quatre
domaines transmembranaires, alors que d'autres étud@so suggerent la présence de trois
domaines transmembranaires (®iteal. 2012, Roskt al. 2004). La structure cristalline des
deux protéines (GGCX et VKOR) n’a pas été caractérisée e mammiferes, et la

compréhension du cycle de la vitamine K a un niveau moléculaire reste partielle.

Récemment, une équipe américaine a reussi a cristallipeoti@ine VKORC1 homologue
(VKORH) chez une bactéri&ynechoccocus sfLi et al. 2010). VKORH possede cing
domaines transmembranaires (TM). Elle est naturellemerdniusé a son partenaire rédox,
qui ressemble a une thiorédoxine. Ces auteurs ont proposé que la VKORQardeiferes
serait une protéine de quatre domaines TM, possédant une pairestéimesy ancestrales
(Cysiz; Cysy) et une paire de cystéines catalytiques {&ysCysss) dans le quatrieme

domaine TM. Les quatre domaines TM sont des hélicgetiés par des bouclés La paire de

cystéines ancestrales se situe sur un demi-segmentestterhaines TM1 et TM2. A partir
de ce modele, les auteurs proposent un flux d’électrons, par la ifmmn@tchanges

dithiols/disulfures entre le partenaire thiorédoxine et le citialytique, via les cystéines
ancestrales. Cette idée de transfert d’électrons d'un parteredx via les cystéines
résiduelles (Cys; Cyss1) au site actif CxxC de VKORC1 (Cys ; Cysizs) a été renforcée par
des étudem vitro de la VKORC1 humaine (Rishaey al.2010).

Par la suite, des auteurs ont recemment modélisé la VKOR®aities norvegicugn se
basant sur la découverte de la structure cristalline de laRHKalisée par Let al. (2010)

(Mladenovicet al. 2012). Cette modélisation a été réalisée de facon a respeEctguatre
domaines transmembranaires de VKORH. Mais la modélisation deked@xtra-cellulaires
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était incertaine, car la séquence génétique de la VKORHésstlifférente de la VKORCL1
des mammiferes.

Plus récemment, une autre équipe américaine a démontré queftanaiilennel des cystéines
ancestrales (Cys; Cysi) est indispensables a l'activité de la VKORH, et non pour la
VKORC1 humaine (Tieet al. 2012). La VKORC1 humaine posséderait donc trois domaines
transmembranaires, et aurait un mécanisme d’action différera HKORH. Cette équipe
propose deux modeéles de topologies de VKORC1 humaine : (1) un modedes elotnaines
transmembranaires, avec la région N-terminale dans la lumiere duuétientioplasmique et

la C-terminale dans le cytoplasme ; (2) un modéle en quatreirEsniansmembranaires

avec les régions N- et C-terminales dans le cytoplasme.

[.5. CONSEQUENCES BIOLOGIQUES DES ANTICOAGULANT AVK

[.5.1. RESISTANCE AUX PESTICIDES : UNE ADAPTATIONNIDUITE PAR
LES PRESSIONS ANTHROPIQUES

Les premiéres observations d'un phénomene de résistance aux anticeagwlidnont été
reportées chez le rat bruRattus norvegicusddés 1958 (Boyle 1960), quelques anneées
seulement aprés leurs premieres utilisations en Europe daméesd 950. De méme, dans
les plantations de palmiers a huile du Sud-Est asiatique, un phénomeéésistince aux
anticoagulants AVK a été observé chez le rat asiatique desmsRattus rattus diardisix a
sept ans apres le début de traitements systématiques (Woodi &978). Chez I'homme,
I'observation de phénotypes « hypersensible » et « résistartraitement aux AVK pour les
maladies thrombo-emboliques est un probléme pour la survie des pateentsnpréhension
des meécanismes de résistance anticoagulants AVK est prineoquiair appréhender la

variabilité de réponses a ces molécules.

On appelle résistance aux pesticides, un caractére phénotypigivamtéane capacité a

tolérer des doses létales de substances toxiques. Le degsistEncé d’une population est
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évalué en fonction de la dose létale (LD50) ou de la dose effiEax®0]§ d’'une population
sensible. La LD50 est la dose létale pour 50% des individus de la popu&ti’ED50 est la
dose efficace pour laquelle 50% des individus de la population répondetingmosnt au
pesticide. Le degré de résistance correspond donc a un facteuc@®0laou de I'ED50 de

référence (Figure 12).

ED_=3xED_
ED_=4,5xED,
ED_= 1,5XED

Pourcentage d'individus

Dose de pesticide

ED. ED ED.

Figure 12. Comparaison de la dose efficace pour trois populations théques. La population
sensible, dite de référence, est représentée en bleu. Lesadtas courbes représentent des
populations résistantes, avec un degré de résistance supériela population rougeEDso = 1,5 X
EDso).

La résistance aux pesticides est souvent monogenique ou oligogéretusig@ifie qu'un ou
tres peu de genes suffisent a expliquer les phénomenes dencesistes genes codent pour
les molécules cibles ou pour les enzymes du métabolisme. Leterargénétique d’'une
résistance permet son héritabilité, c’est-a-dire sa trapgmisux descendants. Dans ce cas,
I'utilisation de pesticide exerce une pression de sélectionvenrfaes individus au génotype
« résistant » et au détriment des individus au génotype « semsibleerme, I'effet délétéere
des pesticides sur les alleles sensibles peut conduire atiarixles alléles résistants au sein
d'une population. Il existe généralement un colt adaptatif a |stadése qui agit
négativement sur la fitness des individus. En présence de pestcid@elr sélective des
génotypes « résistants » est supérieure a celle des génetgemsibles » (Figure 13). La

résistance aux pesticides pourrait étre décrite comme un phéndfadaptation rapide des
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populations a une pression abiotique. Un pesticide exercerait une p@sseélection « non

naturelle » sur les organismes, permettant d’améliorer la fitnessdieislus résistants.

Sélection
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chaque phénotype {%)
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>
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Sensible Resistant

Figure 13. Exemple de sélection directionnelle du phénotype « réssce aux pesticides »Le
schéma représente une population sensible (courbe bleue) qui désistainte (courbe rouge) sous la
pression de sélection exercée par les pesticides, qui favorise les phérésistants.

bY

Une résistance peut étre caractérisée a un niveau phénotypiquephgsiplogique,
métabolique) ou génétique. Le phénotype étant le résultat visible du génotype.

Le test BCR (Blood Clotting Response) est I'approche phénotypiqugqulaspour mesurer
le degré de résistance d’'un rongeur aux AVK. Ce test aardadisé pour différents AVK
sur une lignée de de rats brurRattus norvegicusensibles, par le groupe de travail RRAC
(Rodenticide Resistance Action Committee) de CropLife intemnali (Prescott 2003). I
consiste a mesurer le temps de coagulation sanguine d’'un rongesreapasition aux
anticoagulants AVK. Le temps de coagulation mesuré équivaut a umeseéphénotypique
traduisant la sensibilité de I'individu a 'AVK. Une augmentatotun temps de coagulation
traduit une réponse positive et une sensibilité a 'AVK, alors quaimps de coagulation
normal traduit une tolérance a I'AVK (i.e. pas d'effet de AV Cette technique permet
d’'une part de mesurer la résistance d'un rongeur, et d’autrdepagticuler une dose efficace
pour laquelle 50% des individus répondent positivement a 'AVKs@EPour I'ensemble
d’'une population.

Le temps de coagulation mesuré par cette méthode correspoechas de Quick ou taux de

prothombine, ce qui équivaut a explorer la voie extrinseque de la coagulation.
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Plusieurs facteurs peuvent moduler l'effet des anticoagulants A les individus. les
facteurs démographiques (sexe, age, IMC, comorbidité), ldsufacenvironnementaux
(alimentation, médicaments), et les facteurs génétiques (pginisme génétique de
'enzyme cible VKOR et des enzymes de détoxification CYP45MezCl'’homme, les
mutations devkorcl (gene de VKOR) et deyp2c9 (géne d'un CYP450) permettent
d’expliquer 30 a 40% de la variabilité individuelle (Sigweal.2007).

[.5.2. MUTATIONS DE LA MOLECULE CIBLE (VKORC1)

Des mutations du gene de I'enzyme cible peuvent entrainer des aatiolifs structurales
voire fonctionnelles de la molécule. Ces modifications peuvent éoegine de mécanismes

de résistance, par exemple en réduisant I'affinité de la cible pour leigesti

Le géne impliqué dans la résistance aux AVK a tout d’abord étéslbadez le ratattus
norvegicussur le chromosome 1 pres du microsatellite D1rat219 par une méthog@eohb

et al. 2000). A partir de ce travail, le gene codant pour 'enzyme ciblegsoagulants,
VKORC1 (sous-unité 1 du complexe Vitamine K epoxide-reductase) éa@identifie chez

cette espece en 2004 (Restal. 2004). VKORC1 est la sous-unité principale du complexe
VKOR. Les genes orthologues chez 'homrhemo sapienset la souris des maisonsus
musculus,sont respectivement localisés sur les chromosomes 16 et 7. @hpdsois
exons, le gengkorclcode pour une protéine 18 kDa composeée de 161 acides aminés chez le

rat et la souris, et de 163 acides aminés chez 'homme.

La premiere mutation ponctuelle (SNP ; Single Nucleotide Polymsrphidentifiée sur ce
géene est une mutation faux-sens qui a pour conséquence la substitutiotysine par une
phénylalanine en position 139 (Radtal. 2004). Cette mutation Y139F confére a elle seule
une résistance aux anticoagulants AVK cRettus norvegicugGrandemanget al. 2009).

Elle est localisée proche du site catalytique de I'enzympowrait ainsi diminuer I'affinité
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de VKORCL1 pour 'AVK ou augmenter l'affinité de VKORC1 pour la wiiae K. Cette
mutation Y139F est trés présente chez les rats bruns sauvageope, et constituerait une
des bases principales de la résistance des rongeurs aux amtictsagPelzet al. 2005,

Grandemanget al.2010).

D’autres mutations de résistance aux AVK ont été identifiéas tagénevkorcl des rats
bruns sauvages, et sont répertoriées dans le tableau 1. Jusqu’a prégeat;une mutations
de vkorcl ont été identifiées en Europe et a travers le monde chezates sauvages
(Grandemangeet al. 2010, Pelzet al. 2005, Rostet al. 2009). Ces mutations ont étée
identifiées chez des rats dont la résistance phénotypique aét amé suspectée (i.e. rat
provenant d’'une zone traitée aux AVK). Dix-huit d’entre elles oaitca@ractérisées vitro.
La caractérisationin vitro consiste a mesurer l'effet des AVK sur l'activité basdés
enzymes VKOR purifiées, a partir de fractions microsomalestiigépa de rats ou a partir de
cellules recombinantes. Parmi ces mutations caractéiiiséaso, sept ont été répertoriées
chez des rats au phénotype « résistant » @elk 2005) et onze autres chez des rats dont le
phénotype n'a pas été testé mais qui proviennent de zones taitedsVK (Rostet al.
2009).
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Code Substitution acide aminé | Origine

A21T Ala21Thr Coréeb

A26T Ala26Thr Angleterreb

A33p Arg33Pro Angleterreb

A35P Arg35Pro France?, USA (Chicago)®
Y39N Tyr39Asn Angleterre®

S56P Ser56Pro Allemagne?

WS59R | Trp59Arg ArgentineP

F63C Phe63Cys Angleterre?

E67K Glu67Lys JaponP

190L 1le90Leu Acores®, Argentine® Indonésie®, USAP
5103Y Ser103Tyr France®

V112L | Valii2leu Acores?

L120Q | Leul20GIn Angleterre?, France®
L128Q | Leul128GIn Angleterre®®, France®
L128S Leul28Ser France*

¥139C Tyr139Cys Allemagne?, Angleterre®®, Danemark®, Hongrie®, France®
Y139F Tyr139Phe Belgique?, Corée®, France
Y1395 Tyrl39Ser Angleterres?

1141V lle141val Indonésie®

A143V | Ala143val Indonésie®

E155K Glu155Lys France®

Tableau 1. Mutations faux-sens de VKORC1 recensées chez dat brun, Rattus norvegicus,

sauvage? d’aprés Pelzt al. 2005, dont la résistance phénotypique est confirfiéBaprés Roset

al. 2009, dont la résistance phénotypique est suspetiapres Grandemangs al 2010, dont la
résistance phénotypique est suspectée

Les codons 128 et 139 dkorclsemblent représenter des « hotspots » pour les mutations de
résistance aux AVK, puisque différents variants (Y139F, Y139C, Y13928Q, L128S,
L128R) sont présents chez le rat brun, la souris des maisons et 'lhommetBeR005).

Les mutations I190L et A43V sont présentes dans les genes orthokmuesges (i.e. non
mutés) d’autres espéeces. Ces deux mutations sont fonctionnelleomesatrvatrices, car la
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substitution d'un acide aminé par un autre chimiqguement similairéfecta pas
profondément la fonction de la protéine. L'activité de VKORC1 engeruaéées mutations
I90L et A143V est respectivement similaire et plus importantd’goivité de VKORC1 non
muté (Roset al. 2009).

Les études$n vitro montrent que quasiment toutes ces mutations diminuent considérablement
I'activité enzymatique basale de VKORC1 (Pelzal. 2005, Rostet al. 2009, Rostet al.
2004). L’activité des enzymes mutées est partiellement inhibédepaAVK avec une
sensibilité variable selon le type d’AVK. Certains variantavétent fonctionnellement
neutres ou conservateurs, mais d’'autres semblent responsableégistdmce aux AVK chez

le rat et 'hnomme ainsi que de maladies hémorragiques, tgliede déficit de facteur de
coagulation de type 2 vitamine K-dépendant (VKCFD2), chez 'hnomme @Ratt2004).

Bien que le mécanisme d’inhibition et le site de fixation des AV&it pas été confirmé, la
plupart des mutations de résistance chez 'hnomme et le rat sont coloddlisstes. 2010).

Une étude suggere que les mutationsld@cl constituent la base génétique de la résistance
aux anticoagulants chez les rongeurs sauvages et que langesissh transmise comme un
trait autosomal dominant. (Pedt al. 2005). Depuis quelques années, le gé&mueclest ainsi
considéré comme un marqueur diagnostique de la résistance phénotypigqudicagulants
chez le rat. Cet outil diagnostique est utilisé entre autre gantwgraphier et identifier les
différentes mutations SNP caractérisant la résistance degeurs sauvages aux
anticoagulants (Baesdt al.2012 ; Grandemangst al.2010 ; Pelzt al. et al.2005). Une fois

les SNP identifiés, leur réle dans la résistance peut émdiééin vitro (e.g. cinétique
enzymatique, expression d’ARN), et la prévalence de la résispauteninsi étre évaluée et

caractérisée au sein des populations sauvages

Bien que certains mécanismes de résistance aux AVK gjerepli par une transmission
héréditaire des mutations dekorcl, d’autres mécanismes ne semblent pas associés au
polymorphisme de ce gene (Heiberg 2009). D’autres formes ddanesisaux AVK,
notamment la résistance aux AVK de seconde génération etisdamés chez d’autres

especes, impliqueraient d’autres genes. Du fait de son héréditblangatae résistance
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multigénique a été suggerée chez le rat idattus rattus(Greaveset al1976). Certaines
études ont mis en évidence des mutations dans le promoteur ebfainégnique devkorcl
chez 'homme, qui modifient I'expression de la molécule et induit uma@héne de
résistance (Yuart al. 2005, D’andreeaet al. 2005). D’autres études ont mis en évidence
I'importance du polymorphisme des enzymes de détoxication desd®¥iK les processus de

résistance.

[.5.3. MUTATIONS DES ENZYMES DU METABOLISME (CYP450

Les AVK sont des substances toxiques qui sont métabolisées par le foie avaréloigtrees
par lI'organisme (excrétion par les selles et les urines). vdia du métabolisme des
xénobiotiques (e.g. médicaments, pesticides) permet de transfaemeulistances toxiques
en meétabolites inactifs. Elle est composée de deux phases comigliéese la
fonctionnalisation et la conjugaison. La fonctionnalisation consistega@sformer par
hydroxylation les substances toxiques (R) en métabolites intamesd{R-OH). Le caractere
électrophile de ces métabolites intermédiaires permet &mnde transformation de

conjugaison, par exemple par glucoronidation (R-O-Glu), puis leur élimnade

I'organisme.
R » R-OH » R-O-Glu — >
Fonctionnalisation Conjugaison Elimination
(foie) (foie) (rein)

La fonctionnalisation est essentiellement catalysée par unefaupke enzymatique : les
cytochromes P450 (CYP450). Les CYP450 sont des hémoprotéine transmerebranai
localisées dans le réticulum endoplasmique lisse du foie. Ceégalgment des mono-
oxygénases qui oxydent les xénobiotiques. Leur polymorphisme peut miedml&nction

et étre responsable de mécanisme de résistance.

Ainsi, le polymorphisme des CYP450 peut moduler la sensibilité auxoagtitants AVK en

accélérant le processus de détoxification. L'efficacité al@rocessus d’élimination accéléré
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peut étre mis en évidence en mesurant la concentration plasmatigieéKlguelques temps
aprés son ingestion. La clairance plasmatique, correspond a lae vit&dsnination du
xénobiotique dans le sang.

Plusieurs isoformes de CYP450 sont connues pour métaboliser les BalK dt al. 2003)
(Figure 15). Chez 'hnomme, le CYP450 2C9 (i.e. CYP2C9) contribue a 808éthbolisme
de la S-Warfarine. Le polymorphisme de CYP2C9 chez 'lhomme modderisibilité aux
AVK.

Warfarin
8-OH
T Upm, CYP2CI1
CYP2C6 g CYP2BI

7-OH «— Q g 4 — 4’-0H
CYP2C11
CYPIAI
6-OH l CYP3A2
10-OH
Figure 15. Voies métaboliques de la warfarine dans le foehez un rat maled’apres Ishizukat al.

(2008). La warfarine est un substrat des CYP450 pouvant étre hi@nmey les différentes sous-
familles CYP1A, CYP2B, CYP2C et CYP3A.

Chez les rats, I'hydroxylation des AVK semble principalematdlgsée par les sous-familles
CYP1A, CYP2C, CYP2B, et CYP3A (Ishizul# al 2008). Les cing métabolites identifiés
sont les hydroxydes 4'-, 6-, 7-, 8- ou 10-OH (Guengeeichl. 1982). Ces métabolites sont
ensuite rendus hydrosolubles par glucoronidation (phase de conjugaisoaXxqéiés par les

urines, comme dans la voie métabolique chez I'homme. A ce jour @6B8egenes cyp450

ont été identifiees dans le génome du rat (Nelksoal. 2009), et l'identité des CYP450
impliqués dans le métabolisme des AVK n’ont pas tous été identifiés.

La surexpression de certaines de ces enzymes a été déncbeiza@ieux especes de rongeurs
résistants aux AVK : chez le rat brRattus norvegicusxposé aux anticoagulants de seconde
génération (Markusseet al. 2007), et chez le rat noiRattus rattusexposé aux AVK de
premiére génération (Ishizukdal. 2007).
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Des études ont été menées chez des rats bruns résistant &nawe¥ un génotype
homozygote Y139F. Ces études montrent qu’une exposition a la bromadioloKed@vV
seconde génération, induit une sur-expression des genes codant pytwdesomes P450
CYP2EL, CYP3A2 et CYP3AS3 chez les rats au phénotype « résigtantrapport aux rats au
phénotype « sensible ». De plus, la modulation de cette expressioRt(sSous-expression)
varie en fonction de I'age et du sexe (Markussteasl. 2007 ; Markusseat al. 2008).

Une autre étude a été réalisée chez le rat noir « résistanta warfarine (Ishizukat al
2007). Cette étude a mis en évidence une clairance plus rapidevdddeane chez les rats
résistants. Exposés a la warfarine, les rats résistantsembohe activité d’hydroxylation de
la warfarine et une expression du CYP3A2 significativement plg®itantes que chez les
rats sensibles. De plus I'administration d’inhibiteurs des CYP45Mewnig la mortalité chez
les rats résistants. Le mécanisme de résistance auxd&\viette lignée de rats nolRattus

rattus semble résider dans la voie métabolique.

[.5.4. COUT BIOLOGIQUE ET INTOXICATION SECONDAIRE

En générale, les mutations conférant une résistance aux gestanit uncodt biologique
c’est-a-dire un désavantage a la fitness (Couwttali 2000 ; Andersson 2006).

Dans le cas de la résistance aux AVK, le polymorphismekdecl provoque une réduction
de I'activité basale de I'enzyme VKOR, donc une régénération daiagak amoindrie. Un
allele muté devkorclprovoquerait une carence en vitamine K et aurait des effets déléteres.

En effet, la vitamine K est un cofacteur indispensable a la sathe protéines vitamine K-
dépendantes impliqguées dans différents processus physiologiques, tdés apsgulation

sanguine et la croissance osseuse (e.g. protéine Gla, ostémc@Barkner 2005). Jusqu’'a
présent, aucun co(t a la résistance aux AVK n'a été confirme leReongeurs, bien que

plusieurs effets délétéres aient été observés :

- Des hémorragies spontanées ont été observées des rats bruns haaazAgistant

(Martin et al. 1979).
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Une minéralisation de l'aorte est favorisée chez les ratssbinomozygotes pour la
mutation Tyr139Cys dekorcl(Kohnet al.2008).

L’ostéocalcine est une protéine vitamine K-dépendante indispersadbléxation du
calcium sur les os. Le colt d'une résistance aux AVK liée faibte rendement du
cycle de la vitamine K pourrait étre un phénomeéne d’ostéoporose.

En absence d’AVK, les femelles modérément résistantes sonmelbeures
reproductrices que les femelles tres résistantes chez le rat brunr@-tibe2006).

Les AVK inhibent également la VKORC1-likel (VKORC1L1), une isoeryde la
VKORC1, impliquée dans I'élimination des formes réactives de ierg (ROS,
Reactive Oxygen Species) générées pendant le processus rédekKQiRCl
(Schaafhauseet al. 2011 ; Westhofenet al. 2011). La présence de ROS dans les
cellules est responsable de stress oxydatif qui peut provoquer la mort cellulaire

Il est envisagé que les rongeurs résistants soient plus porteamoieses que les
rongeurs sensibles (Rungeal.2012).

Les protéines VKORC1 et VKORC1L1 sont largement distribués tentssus de
I'organisme, tels que les reins, la rate, les poumons (Czogaltd. 2009). Il est
suggéré que I'ensemble de leurs fonctions et des protéines vitKrdi@gendantes
n'a pas été découvert.

Un apport extérieur en vitamine K permet de rétablir le procedsuagulation sanguine

chez les rats bruns résistants (Markusseal. 2003). Cependant, il est difficile d’affirmer

qgue les rongeurs résistants supplémentent leur alimentation ennétihdans leur milieu

naturel. Il est par contre envisageable que la faible activit&/ KIBRC1 chez les rats

résistants ait stimulé d’autres voies régulatrices impliquises la supplémentation en

vitamine K et qu’'un mécanisme compensatoire se soit développé chenngeurs. Ce

mécanisme permettrait le maintien de cet allele dans des popslanon soumise aux

pressions AVKCela augmenterait la difficulté de gestion des populations de rongeurs.

L’apparition de phénomenes de résistance chez les rongeurs a condugyatHese et

I'utilisation de molécules AVK de « seconde génération » plusqies. Au niveau de

58



I'environnent, l'utilisation des AVK a parfois des conséquences pauoiganismes non
ciblés. D’autres espéces sont susceptibles de consommer dirgctesmeappats ou les
rongeurs intoxiqués. Les AVK sont stockés dans le foie des rongeacsdes temps de
rémanence assez longs. Plusieursddasoxications secondairesont été rapportés, avec des
conségquences plus ou moins importantes pour les populations concerrtéare(kik2004 ;
O'connoret al. 2003). Ce phénoméne souléve I'importance d’'une lutte ciblée pour éviter les

dommages collatéraux sur I'environnement.

.6. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE LA THESE

La présente étude se situe dans les plantations de palmieng,auhuagro-écosysteme de
grande échelle, ou la gestion des populations invasives de rongeurs camstiemgeu

economique et écologique majeur.

.6.1. CONTEXTE D’ETUDE : LES PLANTATIONS DE PALMIRS A HUILE

Les plantations de palmiers a huilElaeis guineensjssont en rapide expansion depuis les
années 1970 dans le sud-est asiatique (Cattaal. 2007; Corley & Tinker 2003). Les

palmiers a huile ont un rendement et des revenus élevés.

Avec un rendement moyen de quatre tonnes d’huile par hectaréeighat parfois huit
tonnes d’huile par hectare, le rendement en huile de cette espétales@gt supérieur a celui
des autres especes oléagineuses. Les palmiers a huile ont umaenhgiesqu’a dix fois
supérieur a celui du soja et quatre fois supérieur a celui du etldas colts de production
les moins élevés des huiles végétales, inférieurs de 20 % a ceaojadet bien inférieurs a
ceux du colza (Thoenes 2006). Les noix de palme, fruits du palmier agroiiiisent deux
types d’huiles utilisées dans I'agroalimentaire et I'oléoddinf’huile de palme est issue de la
pulpe et I'huile de palmiste est issue de I'amande. Cette rbtétabievée a conduit a

I'expansion rapide et a grande échelle de ce systeme agricole dans $¢ asidtiEue.
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L’Indonésie et la Malaisie représentent 90% de la production etadthénmondial d’huile de
palme (Figure 16). L'Indonésie est aujourd’hui le premier productemadral avec plus de 19
millions de tonnes d’huile produite pour I'année 2010 et prés de huit mikditrectares
alloués a cette production (Ministry of Agriculture of Indonesia 200% dRistet al. 2010).
Cette production est partagée entre les grandes entreprises petits producteurs, qui
occupent 35 a 40 % des surfaces plantées en palmiers pour 33 gsathutzion (Vermeulen
& Goad 2006). Ces plantations sont des monocultures intensives qui s'étendets
milliers d’hectares, voire des dizaines de milliers d’hectda@s certaines régions. La surface
occupée par les plantations de palmiers a huile en Indonésienarategle 103% entre 2001
et 2008.

Nr g

N

Figure 16. Quantités moyennes de production d’huile de paleren tonnes par pays de 1992 a 2010.
La couleur vert foncé correspond a I'Indonésie et la Malaisie doanées ont été générées sur le site
web FaoStat (http:/faostat3.fao.org)

Comme chaque espece agricole, le palmier a huile posséde agitepdle.gLimacodidag,
ses maladies (e.gsanoderma et ses ravageurs. Les rats sont les principaux mammiferes
ravageurs des noix de palmes. lls constituent des populations invaeivé80 a 600
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individus/hectare dans les palmeraies (Wood & Fee 2003), et sootigine de dégats
importants : 5 a 10% de perte de production d’huile (Wood & Fee 2003, Liau 1990).

.6.2. MODELE D’ETUDE : LES RONGEURS

Dans les jeunes palmeraies les rongeurs provoquent des dégats manties végétatives des
jeunes plants, pouvant nécessiter leur remplacement. En palnmeedigss, les dégats sont
concentrés directement sur les fruits, et indirectement sunflesescences males ou les
rongeurs se nourrissent des larves des insectes pollinisateurs (¥88@) Dans les
palmeraies matures, le régime alimentaire de ces rongsuomposé a 96% de noix de
palme (Liau 1990 ; Wood & Liau 1984). Ils nichent au sommet des pal@ieau sol, sous

les tas de frondes des palmiers déposés au sol lors de la récolte (Wood & Fee 2003).

Les espéces de rongeurs identifiées dans les palmeraiedasidvisont principalement le rat
des riziereRattus argentiventefRobinson & Kloss, 1916), le rat des champs mdRatus
tiomanicus (Miller, 1900), et le rat noir asiatiquRattus R3 (sensu Pagest al. 2010)
également nommRattus rattus diardi{(Jentink, 1880) (Wood & Fee 2003).

Le rat des riziereRattus argentiventeest généralement présent dans les pépiniéres et les
jeunes palmeraies. Les deux autres especes occupent les plametiores (Wood 1968 ;
Wood 1982). C’est une espece native de I'lndonésie, naturellement prdaestles prairies
marécageuses. Elle a aujourd’hui envahi les rizieres qtldesgations de palmiers a huile
(Payneet al. 1985).

Le rat des champs malaiattus tiomanicugst présent dans les palmeraies matures. C’est
une espece endémique de I'lndonésie, native du plateau continental de Sumdad, Ball,
Java, Bornéo, et les iles alentours). Son habitat naturel est éouhgpasilieux arbustifs ou
broussailleux, tel que les foréts secondaires et les prat@séet al. 1985). Cette espece
arboricole est treés agile et trés bien adaptée aux plantations de palimiges
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La taxonomie du rat noir asiatiqiattus R3est cryptique. Ce clade est trés proche de celui
du rat asiatique des maisdRattus tanezum({iTemminck, 1844) (Apliret al. 2011 ; Pagést
al. 2010). Bien que différenciées par I'analyse de ’ADN mitochondeg. (barcoding), ces
deux entités ne peuvent étre differenciées par l'analyse @equeurs nucléaires (e.g.
microsatellites) (com. pers. Pagés 2011). Dans ce travail d& thesleux entitéRattus R3
et Rattus tanezunsont considérées dans un clade comRatius tanezumi/R¥e clade est
originaire du Sud-Est asiatique, et a probablement été introduiidendsie dans le plateau
continental de Sunda. Cest un commensal de I'homme et son habitatel nasir
probablement la lisiere des foréts (Salibay & Luyon 2008 ; Rickadl. 2011). Il a été
observé dans les palmeraies a partir des années 1980 et deviens éa plus fréquent
(Wood & Fee 2003 ; Basri & Halim 1985 dans Hafidzi & Saayon 2001).

Rattus tiomanicusest I'espéce dominante des palmeraies matures (Wood & Fee 2003 ;
Hafidzi & Saayon 2001).

[.6.3. GESTION DES RONGEURS

La lutte anti-rongeurs dans les plantations de palmiers a dstilbasée sur deux stratégies
complémentaires : la lutte chimique aux anticoagulants AVKdegiuis 1994 la lutte
biologique.

La lutte biologique est basée sur l'introduction de la chouettaiefTyto alba (Scopoli,
1769), un prédateur naturel des rongeurs. Cependant, I'introduction de ceyratetiepas
toujours possible, par exemple a Bornéo, ou il pourrait y avoir une coimpétiter-
spécifigue avec une espece de chouette locale (com. Pers. Sudharto Gff&ines
plantations sont donc uniquement traitées par AVK, lorsque I'introduction de la choestte n’
pas en vigueur.

Lorsque l'introduction de la chouette effraie est possible, I'AViKsét est le coumatétralyl,
un anticoagulant de premiére génération. Des études montrentrgagridation secondaire

au coumatétralyl est faible pour les prédateurs et les charognards (6f€bah2003). Bien
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gue possédant une demi-vie hépatique relativement longue, de 55 jours EigFisheret

al. 2003) et de 15,8 jours chez la souris (Vandenbroethké 2008), Cependant, la lutte anti-
rongeurs reste complexe. Par exemple, dans une plantation de Ridle si& Sumatra, la
seule utilisation de lutte biologique est efficace pour contréteptgulations de rongeurs.
Par contre, sur I'lle de Bangka, a I'Est de Sumatra, I'inteasibn des techniques de lutte ne
suffit pas a contréler les populations de rongeurs (trois fois plobaleettes, abaissement des
seuils de traitements au coumatétralyl, et utilisation de cpiemsla chasse), et un processus

de résistance aux AVK est envisageable.

.6.4. OBJECTIFS DE LA THESE

Ce présent travail s’inscrit dans la problématique de lutterecdes ravageurs en milieu
agricole. Les plantations de palmiers a huile en Indonésie constilnemodele d’étude
pertinent, car ce sont des agro-ecosystemes de tres grémedle.dca gestion durable de ces
plantations constitue un enjeu écologique et économique mondial. La tantee des
populations invasives de rongeurs demeure problématique dans certainasopgnOr, le
développement d’une lutte anti-rongeurs adaptée est une composangesteoladurable de

ces grandes monocultures.

L’étude de ces rongeurs en conditions naturelles est primordisgu’a présent, trés peu
d’études ont été menées sur les rongeurs ravageurs des palinigies, et la plupart ont été
réalisées en Malaisie (Woed al. 2003; Hafidzi & Saayon 2001).

L’objectif de cette thése pluridisciplinaire est d’amélioesr tonnaissances sur la biologie de
ces ravageurs peu étudiés, dans le but de fournir des outils n&seasadéveloppement de
stratégies de lutte adaptées. Nos sites d’études sontdscdiias des plantations matures en

Indonésie, ou la gestion anti-rongeurs est standardisée (partie 11.1.1).

Le travail réalisé au cours de ce projet s’est articulé autour de troidexesherche :
63



1-

Le premier axe de recherche a été réalisé a I'échalienale. L'objectif de cette
étude était d'estimer les facteurs environnementaux impliqués ldangrocessus
d’'invasion. Dans un premier temps, un inventaire a été realisé 'dassmble du
pays afin de déterminer les espéeces présentes dans ceScaegystemes et leur
distribution. Dans un second temps, une approche corrélative a étée udifiné
d’étudier l'influence des facteurs environnementaux sur leghiitbns relatives de

ces especes.

Le deuxieme axe de recherche a été réalisé a I'échellbatiéitat cultivé. L'objectif
était de déterminer localement les patrons de dispersions apalieé populations
invasives. Une étude comparative a été menée dans trois pabnexak
caractéristiques écologiques différentes (e.g. habitatsead§dc a I'extréme Ouest du
pays dans la région de Riau a Sumatra, sur l'lle de Bangad,extréme Est du pays
a Irian Jaya. La compréhension de la structure génétique spatieés g@pulations

constitue une information cruciale pour une lutte adapteée.

Le troisieme axe de recherche a été réalisé a I'éctiella population et de I'individu.
L’objectif de cette étude était de rechercher I'existence ghrocessus de résistance
aux pesticides et de déterminer le mécanisme a l'origime geocessus. L’étude a été
menée sur deux populations distinctes : une population « sous contréle lutans
chimique (& Riau, Sumatra) et une population invasive fortement espasse
anticoagulants AVK (a Bangka). Ces connaissances permettealue I'efficacité

de la lutte chimique.
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DEUXIEME PARTIE

MATERIELS ET METHODES
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Il. MATERIELS ET METHODES

[1.1. ECHANTILLONNAGE

1.1.1. SITES D’ETUDE

Tous les sites d’étude sont des plantations de palmiers a huleemaigées de plus de dix
ans, réparties dans toute I'lndonésie. Toutes ces plantation®fgat t’'un systeme de lutte
standardisé d’approches multiples. La lutte biologique est largedéveloppée dans les
plantations matures. Elle consiste en l'introduction d’'un couple de chaiitie Tyto alba
par parcelle de 30 hectares. La lutte chimique est égalerasmépandue dans les plantations
matures lorsque I'introduction de la chouette effraie est imiples&@.g. compétition avec une
espece locale), ou lorsque les dégats enregistrés deviennertaimgaralgré la présence de
cette derniere. Le traitement chimique utilise généralementnticoagulant de premiere
génération dérivé de la warfarine, le coumatétralyl, qui n'estgdque pour la chouette. Le
traitement a lieu lorsque les dégats enregistrés depds¥éntle la récolte d’'une parcelle de
30 hectares. Les appats utilisés sont des blocs paraffinés feravelé 1,125 ppm (parties par
million) de coumatétralyl. La technique consiste a disposer un app@ted de chaque
palmier, remplacé tous les trois jours jusqu’a ce qu'il ne soitorome qu’a 20%. Dans le
cas ou la chouette est absente, les AVK utilisés sont desufesiéde seconde génération,

(plus toxiques).

Afin de caractériser les populations de rongeurs invasives degretécosystéme, un
échantillonnage non exhaustif a été réalisé a travers I'Indodésgvingt-quatre plantations
de palmiers a huile (Figure 18). L’estimation de la distributicnedgpéces de rongeurs et des

facteurs l'influencant a été calculée a partir de cet échantillor{ngeartie 11.1).

Parmi ces vingt-quatre sites, trois sites d’études ont été&sicphour des études plus

approfondies : Riau, Bangka, et Irian Jaya (Figure 18). La strupém&tique des populations
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a été étudiée dans ces trois sites distincts (cf. partie ¢h®)jsis pour leurs caractéristiques
écologiques trés contrastées (e.g. situation géographique, typologie du [zaljaagst).

Le site d’échantillonnage de Riau est une plantation mature de 28uses superficie de
5000 hectares, localisée sur Ile de Sumatra (E: 100°54’ - 102°10’; N: 0110%®0’) a
I'extréme Ouest de I'lndonésie. La région de Riau se trouve dans la plus goaediéezoréts
de plaine humide, de marais tourbeux et de mangroves de SumditteiEt al. 2000).

Cette plantation est entourée par d’autres plantations de palmier a huile.

Le site d’échantillonnage de Bangka est une plantation mature d’apptosement 16 ans
d’'une superficie de 5000 hectares. Elle est située sur une fil@ pl@vince de Bangka-
Belitung (E: 104°50' - 109°30"; S: 0°50' - 4°10"), au Sud-Est de l'lle deatgani'habitat
naturel de ce site est essentiellement composé d’habitdtsujpars de foréts de plaine, décrit
comme heath forest ou végétation padang, poussant sur des sols sasieueutires en
éléments nutritifs (Whitteret al. 2000). Cette plantation est entourée de milieux agricoles

variés (plantations de palmier a huile, cultures de poivre) et de forétslagesn

Le site d’échantillonnage d’'lrian Jaya est constitué de deux ptarganatures adjacentes
d’approximativement 16 ans et d'une superficie de 5000 hectares chadlese.s@nt
localisées sur I'lle de Papouasie a I'extréme Est dddiésie. L’habitat naturel de ce site est
principalement composé de foréts primaires. Contrairement aux desppgecedents, inclus
dans une matrice paysagére agricole, ce troisiéme sitaaavé dans une matrice de foréts

primaires.
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Figure 18. Localisation géographique des sites d'échantillonnagdes rongeurs dans les
plantations de palmiers a huile en Indonésid.e numéro correspond au code utilisé dans la premiere
étude (cf. partie 11.2.) pour différentier les différents sitess sites de Riau (n°22), de Bangka (n°1,
n°3) et d'lrian Jaya (n°13 et n°16) ont fait I'objet d’études approforidfepartie 11.3. et 11.4.).

Les sites de Riau et de Bangka ont également fait I'obg¢tidies approfondies concernant la
recherche des mécanismes de résistance (cf. étude I11.3). llétéonthoisis pour leurs
différences marquées dans la gestion anti-rongeurs. Le dRmdedtait uniquement géré par
la lutte biologique depuis au moins six ans, contrairement au siteadgk® qui était
systématiqguement traité au coumatétralyl depuis au moins sedDams ce site, les dégats
enregistrés étaient importants et les techniques de luttenavé&dé renforcées : jusqu’a trois
fois plus de chouettes ont été introduites en plus du développementpdatidme d’'une
chasse avec des chiens. De méme les seuils d'utilisatioriidderavaient été abaissés : le
traitement commencait lorsque les dégats enregistrésnaiei§% de la récolte et s’arréte
guand la consommation des appats atteignait 15%. Selon I'année aligtilisle raticides a
base de coumatétralyl a Bangka, variait de 1-2 kg/ha. Les almuges précédant I'étude,

aucun autre pesticide n’avait été utilisé a Bangka (e.g. fongicides i)t
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1.1.2. METHODE DE CAPTURE ET MATERIEL BIOLOGIQUE

L’ensemble de I'échantillonnage a été conduit au cours de I'a20@® et durant le mois
d’octobre 2010.

Tous les animaux ont été capturés avec des pieges de type Shermparnugtient de
capturer les micromammiferes vivants (Figure 19). Chaque @eg&é appaté avec des
morceaux de noix de palme fraiche afin d’optimiser la capturerdgeurs consommateurs de
noix de palme plutdt que d’améliorer les taux de capture avec un appat plus appétant.

Chaque session de capture a été réalisée selon une méthepielaasée sur I'élaboration
d’'une grille de piégeage. Cette grille comportait des lignedixigieges disposés avec un
intervalle régulier d’environ un metre. Le nombre de lignes étanabla selon I'étude
(respectivement 2, 5 et 10 pour les parties 11.2, 11.3, et Il.4piésges ont donc été disposés
uniformément pour couvrir une surface rectangulaire variant a@m?0-100m2. Les pieges
ont été disposés durant une nuit (période d'activité maximale atggeurs). Il a été
précédemment démontré que le biais engendré par cette méthodptate est faible pour
I'étude démographique de ces populations en conditions naturelles, sizces de capture
des espéces invasives des palmiers a huile dans le Sud-BEquadjat.R. tiomanicuset R.
tanezumi-RBest grand (Wood 1984 dans Wood & Fee 2003).

Les rongeurs capturés ont été rapidement emmenés dans un labdet@rnain pour étre
euthanasiés et analysés (morphométries, autopsies, récolte dimtankiologiques,
photographies). L’euthanasie a été conduite par inhalation de chlorofarnpar rapide
dislocation cervicale. Les mesures morphométriques ont été esSaksévant le protocole
décrit dans le manuel de Herbretesual. (2011). Un morceau de tissu (queue ou oreille) a été
prélevé et conservé a +4°C dans un microtube rempli d’alcool a 70° poudgracéles
analyses génétiques ultérieures (parties 11.1.3, 11.3.1 et 1.4.2).cbeps ont ensuite été
conserveés dans l'alcool pour les études futures ou les éventudlEmations futures. Les
sujets expérimentaux concernant I'étude physiologique et génétigua disistance au
coumatétralyl ont été maintenus 24 heures en captivité avant digtranasiés (cf. partie

I1.4.).
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Figure 19. lllustration d’'une session de piégeag@hotos personnelles)

Pour chaque individu capturé, les coordonnées géographiques ont été ensegigcean
GPS (Global Positioning System) portatif sous le systemefdenée géodésique WGS84
(World Geodetic System 1984).
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|II.1.3. IDENTIFICATION MOLECULAIRE DES ESPECES

Les especes de rongeurs ont été identifiées en utilisactitlees morphologiques (Apliet

al. 2003). Pour éviter les problemes d’identification, les animaux ont égatedté identifiés

en utilisant la méthode dbarcoding, une approche moléculaire basée sur I'analyse des
variations du gen€01 (oxydase cytochrome 1) de I'ADN mitochondrial (Helegral. 2003).
L'ADN a été extrait a partir des échantillons de tissus bigle avec le réactif
DirectPCRLysis (Viagen). Une réaction de polymérisation ennehfPCR) a été réalisée
avec les amorces suivantes : 'amorce Sens « BatL5310 » (5'-
ACTTCTGGGTGTCCAAAGAATCA-3") et l'amorce Anti-Sens « R6036R (5'-
CCTACTCRGCCATTTTACCTATG-3'). Les paramétres de cydksrmiques ont été les
suivants: 4 min a 94° C, suivi de 40 cycles de 30 sa94° C,30sa48° Cet1 mina 72° C, puis
une période d'extension finale de 10 min a 72° C.

Avant séquencage (Eurofins MWG / Operon), les amplicons ont étéievépar
électrophorése dans un gel d'agarose coloré avec 1,5% de bronédnéliuh.
L’identification des especes a ensuite été réalisée augtil de barcoding de RodentSEA,
récemment développé pour les rongeurs du Sud-Est asiatique, qupesildésgratuitement

sur le site internet http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsbavéCet al. 2010).
Lorsque la base de données n’était pas suffisante pour idefgdiegspeces, deux outils
complémentaires ont été utilisés : I'outil analytique développéBpatode of Life Data
(BOLD) disponible sur le site http:// www.barcodinglife.com (Raingham & Hebert 2007),
ainsi que la méthode BLAST de National Center for Biotechnolofyrivation (NCBI),
disponible sur le site www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

En combinant ces approches (morphologiques et moléculaires),élpossible d’identifier
de maniére fiable les difféerentes especes de rongeurs avant de prot&ddeaénétique.

[1.2. INFLUENCE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX SUR L A
DISTRIBUTION DES ESPECES

1.2.1. JEUX DE DONNEES

377 micromammiféres ont été capturés et identifiés par une &epnoaléculaire (barcoding)
dans vingt-quatre palmeraies matures réparties dans toute I'sie@Rrégure 18). La position
géographique a été enregistrée pour chaque site. Les détectimpmecd® ont été

cartographiées et 'abondance relative des especes dominatéesadculée. Seules les deux
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especes dominanteRdttus tiomanicust le Rattus tanezumi-R2&t les sites possédant plus de
cing individus (n= 21 sites) ont été conservés pour l'analyse sfaéistAinsi, il a pu étre

établi une cartographie pertinente de la distribution relative des espéeces.

L’analyse statistique utilisée est une analyse en composameipgles (PCA) intégrant une
variable d'intérét et trois catégories de variables expliest Lavariable d’intérét est une
variable quantitative discréte (positive ou nulle) de I'abondancévesldes deux especes,
recensées sur un site de coordonnés X, Y. Les trois catégonesiatdes explicatives sont
issues de «rasters » (couches de données pixélisées) dispauiblegernet: Bioclim
(http://www.worldclim.org), Human Footprint V2 (http://www.ciesin.columbday et

GlobCover (http://ionial.esrin.esa.int).

La premiere catégorie de variableexplicatives issue du jeu de données Bioclim (Hijmans
et al. 2005) a été utilisée pour étudier l'influence des parametresirbaijues sur la
distribution des especes. Avec une résolution spatiale de I'ordkdodoétre, Bioclim est
constitué de dix-huit variables dérivées des températures ptatgsitations mensuelles. Ces
variables ont été générées a partir d’enregistrements ded’d®%@ a 2000. Elles apportent
souvent une explication biologique pour la distribution des espéces,esaregifésentent des
tendances annuelles, saisonnieres moyennes ainsi que leurs gxtyéinsent potentiellement

des facteurs environnementaux limitant pour la survie d’'une espece.

La deuxieme catégorie de variablesxplicativesest le jeu de données Human Footprint V1
(Sandersoret al. 2002) élaboré autour de I'année 2000, avec une résolution spatiale de un
kilometre. Human footprint mesure linfluence de I'homme sur le gggsa partir de
nombreux parametres (e.g. routes, infrastructures, densités de jpoputalieux agricoles).

Cette catégorie de variable est importante car de nombretis#ss dapportent que les
populations de rongeurs invasives des plantations de palmiers a huitéeappat souvent a

des especes commensales de 'honRa&t(s tanezumi-R3
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La troisieme catégorie de variablegxplicativesest le jeu de données Globcover qui est une
variable qualitative discrete de 300 meétres de résolution spaBédecover donne une
description graduelle de la couverture paysagere, telle que le dlegnédation ou le degré
de couverture naturelle, qui caractérise la végétation du pafesagéorét, plaine, marécage)
en vingt-trois classes d’habitats. Les indices Globcover utitiaés I'analyse statistique sont
dérivés de données satellites datant de décembre 2004 a juin 200&retieleg décembre
2009. Des indices de fragmentation du paysage ont été calculésr algmizones tampon
extraites de ce troisieme jeu de données :

(1) la proportion paysagéere, codée « | _p » (i.e. landscape proportionkt deipwurcentage
de pixels de chaque classe d’habitat inclu dans la zone tampon, c’est-a-dirada sunfiulée
des patchs d’'une classe d’habitat rapportée a la surface totale analysée

(2) la bordure paysageére, codée « e_d » (i.e. edge density)st tpinembre total de cbtés de
pixels d’'une classe d’habitat adjacents avec un pixel d’'une aasge d’habitat, c’est-a-dire
le périmétre cumulé des patchs de chaque habitat inclu dans la zone tampon

(3) la densité des habitats, codée « p_d » (i.e. patch density), cgé Bivinombre de patch
d’'une classe d’habitat par la surface cumulée occupée par cktt heleist-a-dire le nombre
de patch par kilomeétre carré. L’ensemble des données métriques aggnérées avec le
logiciel GRASS GIS.

[1.2.2. ANALYSE STATISTIQUE MULTIVARIEE

Comme la résolution spatiale des différents jeux de donnéegtésbdene, et que les sites
échantillonnés sont des grandes matrices agricoles homogenes d’'én@00rhectares, des
zones tampon de dix kilométres de rayon ont été extraites de chagjee autour des

coordonnées spatiales de chacun des sites (Figure 20). L'utilisatioesdeones tampons
permet d’inclure une partie de la matrice environnementale atgade chaque plantation,
qui est susceptible d’influencer la distribution relative des espé®s zones tampon ont été
extraites de chaque raster avec le logiciel GRASS GIS (Neteéd?2012).
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Figure 20. lllustration d’extraction des zones tampons (buffig. A gauche, le raster Globcover de
Sumatra, avec les sites d’études en point noir. A droite,rta d@ Sumatra dont seules les zones
tampon du Globcover ont été conservées pour chaque site.

L’'analyse en composantes principales (PCA) a été réaliséd'ensemble des jeux de

données avec le logiciel statistique R (R Development Core Team 2006).

I1.3. PATRONS DE DISTRIBUTION LOCALE DES ESPECES INVASIVES

11.3.1. MATERIEL BIOLOGIQUE ET GEOGRAPHIQUE

Dans les habitats environnants

Un échantillonnage complémentaire a été realisé a Bangkarien Jaya, afin d’évaluer la
présence de rongeurs invasifs dans d’autres habitats présents dans I'enviroookivént
Dans chaque site, deux villages situés a l'intérieur des ptamdatinsi que deux habitats
naturels adjacents aux plantations ont été échantillonnés par uioa siespiegeage. A Irian
Jaya, cette méthode d’échantillonnage non exhaustive a permiptdescauinze animaux
dans deux habitats forestiers (n=13 et n=2) et vingt-neuf anidensdeux villages (n=19 et
n=10). A Bangka, un total de trente-trois micromammiféres aagturé dans deux habitats
forestiers (N=17 et n=16) et treize rongeurs ont été piégés daxnsitlages distincts (n=9 et

n=4).
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Un autre village a été échantillonné a proximité du site de.Ria village d’'une dizaine

d’années s’est établi, suite aux activités agricoles, sur umoarier important qui relie les

plantations aux villes commerciales. Trente-deux rongeurs ormaptérés dans cet habitat
rural entouré de plusieurs plantations de milliers d’hectares.

Dans les plantations

Au total, 376 rats sauvages ont été capturés dans les plantatipaknikrs a huile matures
de Riau (n=179), Bangka (n= 108) et Irian Jaya (n=89) (Figurd_2%)rongeurs de Riau ont
été échantillonnés en groupes de 19 a 20 individus sur 10 points d'échargélchrdes
intervalles de distance variables pour inclure différentes éshedlpatiales. Un
échantillonnage individuel a été réalisé dans les sites dgkBaast d’lrian Jaya. Tous les
animaux ont été identifiés sur la base de criteres morphologitjuest&ns d’entre eux ont
été identifiés par une approche moléculaire (i.e. barcoding).

Seuls les individus appartenant a l'espéce invasive ont été sutpjizér les analyses de

génétique des populations décrites ci-dessous.

N

Distance max:
6 106m

4, v

Distance max: Distance max:
20 523m 17 444m

Figure 21. Echantillonnage des rats R. tiomanicuset R. tanezumiR3ayant servi aux analyses
génétiques dans les trois sites.
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Les coordonnées spatiales

Les coordonnées géographiques ont été enregistrées pour chaque atroal @PS manuel
sous un systeme de géoréféerencement WGS84. Il a été nexdssadnvertir ces données en
distances métriques pour obtenir les distances spatiales sépheante individu. Les
coordonnées angulaires (latitude et longitude) ont été projetées uharsystéme de
coordonnées cartésiennes a deux dimensions avec le logiciel pdpBI&IS 2007) en
utilisant les zones UTM (Universal Transverse Mercator) espondant a la localité
géographique des sites d’étude : N47 pout Riau, S48 pour Bangka, et S5digrodaya.
Cette transformation est peu biaisée pour les localités prochd&glateur comme
I'Indonésie. Les matrices de distances euclidiennes inter-indiledusht été construites avec
le logiciel SPAGEDI (Hardy & Vekemans 2002) pour chacun des sites.

Les microsatellites

L’ADN génomique a été extrait a partir des échantillonsutares avec le kit d’extraction
DirectPCRLysis Reagent (Viagen). Pour quantifier les tiaria génétiques de tous les rats
échantillonnés, les réactions en chaine de la polymérase (PCR)éordalisées avec des
amorces de sept loci microsatellite (Tableau 2). Certaingslenarqueurs ont été développés
sur Rattus norvegicuglacobet al. 1995) et ont été utilisés dans des études de génétique des
populations cheRattus rattus(Gilabert et al. 2007; Abdelkrimet al. 2005b). Les autres

marqueurs utilisés ici ont été initialement caractérisés Ratius rattugLoiseauet al. 2007).

Les sept loci polymorphiques ont été amplifiées par deux PCR touchdui@pendantes
(D10Rat20 et D18Rat75) et deux PCR multiplex différentes (pour RriD88RD11Mgh5,
et pour Rr021, D11Rat56). Les amorces Sens (Forward) ont été maaye€edifférents
fluorochromes afin de permettre les analyses simultanéesodesylant des longueurs
d’alleles similaires. Les deux PCR touchdown ont été initiéesima étape d’activation a 95
°C for 15 min, suivies par 8 cycles de [dénaturation a 94°C pendant 3thgbddation a

53°C pendant 1 min 30 sec (avec diminution de la température de 1°¢ledr-&longation
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a 72°C pendant 1 min 30 sec], et terminées par une extension fé@AIE€ pendant 30 min.
Les deux PCR multiplex ont été initiées a 95°C pendant 15 minutegsspa#i 40 cycles (30
sec a 94°C, 1 min 30 sec a 60°C, et 1 min a 72°C) et terminées pdongatién finale a
60°C pendant 30 min.

Primer No Forward Reverse Repeat Egzuct Size | Dve GenBank PCR | Bib.
Sequence Sequence Motif (bp) Y Accession No No Ref.
GAAATGGCCAG | AGTGATTGCC . .

D10Rat20 GATAAACCA ATACCTGCOT (TG) 113-129 FAM | UniSTS:118165 | 3 1

GAGAAATTCA
AGTCAGTGTGG

Rr021 AGCAGGCA éACCCTCAACT (GT) 207 FAM | EU272139 2 2
GCTGTGGCTAG | ATGAGGCCTG | (GT)

Rr114 AATCCAAGG TGGACGGTA (GA) 356 FAM | EU272137 1 2
ACCCACATTGA | CACACTCAGG . .

D18Rat75 AGAGAACCA TGGAAAAGCA 184 HEX | UniSTS:118478 | 4 1
GAATCGATTGA | CAGCTCTAATT

D11Mgh5 CAGATGTCTGT CCAGAAAGGT 242 HEX | UniSTS:118224 1 1
G T

CTGAAGCTAT
GACTTCCTATC
Rr068 CAGACAGAG AAAGTGAGAT (GT) 106 NED | EU272143 1 2
CTA
ATGCCCACACA | GCCAAGTCTT . .
D11Rat56 TGAGTGAAA TTCAAGTGCG 195 NED | UniSTS:226416 2 1

Tableau 2.Séquences des amorces des microsatellites.
Bib. Ref.= Bibliography references ; Bib ref (1) see Jaztodl. 1995 ; Bib ref (2) see Loiseat al
2008

Apres les PCR, la qualité des amplicons a été vérifiée $uf'agarose coloré au bromure
d’éthidium, puis les amplicons ont été séquencés (Eurofins MWG/Op&bajue individu
a été genotypé par deux lectures indépendantes avec le logmmeMapper (Applied

Biosystems) qui permet d’évaluer la taille des alleles.

Comme tous les individus n'ont pas été identifiés par barcodingefaigne étape était de
vérifier de maniére exploratoire que tous les individus appartéraila méme espéce. Une
espece est communément définit comme un groupe d’organismes avesolement
reproductive intrinséque. Ce concept est basé sur I'absence die fjenes entre les groupes,
pouvant ainsi évoluer indépendamment et accumuler des différencea deesadaptations
locales ou a la dérive génétique. Des especes en fin de spép@ti@nt ainsi se séparer en
groupes génétiques (Hausdorf & Hennig 2010). Pour visualiser les comsegénétiques
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entre les rats des populations échantillonnées, une analyse fhctdeiel correspondances
(AFC) a été realisée avec le logiciel GENETIX 4.0 (Belkéi al. 2000) avec le jeu de
données microsatellites pour chacun des sites. Cette analysemés e projeter
graphiquement les individus sans assignation a priori a partiprdéts génétiques multi-
locus. Couplée avec les identifications moléculaires (i.e. barcodieg)e approche
exploratoire descriptive a permis de confirmer les identificatimorphologiques des especes

sur le terrain.

[1.3.2. ANALYSES STATISTIQUES

Toutes les analyses ont été réalisées sur les jeux de domméessatellites et

indépendamment pour chaque site d’étude.

Statistique descriptives

Trois tests standards ont été réalisés avec le logiciel Genepop v.4.1.1. (Rousset 2008)
(1) Test exact pour I'équilibre génotypique de Hardy-Weinberg (avec 1 000 péomsjtat
(2) Test exact pour le désequilibre de liaison entre chaquedgaioei qui permet d’identifier
si les loci utilisés sont physiquement proches auquel cas leur valeur itiWersexait biaisée
(3) Estimation du k (Weir & Cockerham 1984) qui mesure I'écart a I'équilibre tiopa
d’Hardy-Weinberg au sein d’'une population.

Les Fst (Weir 1996) non biaisés ont été calculé entre les différetds diétudes avec le
logiciel FreeNA (Chapuis & Estoup 2007) et la méthode ENA pour reedes écarts a
I'équilibre d’Hardy-Weinberg entre les populations. Pour chaque locas,vdleur
d’hétérozygotie observée et la valeur non biaisée d’hétérozygotielatéNei 1973) ont été
calculées avec le logiciel GENETIX 4.0 (Belkbiral. 2000).

Le logiciel Micro-Cheker (Van Oosterhost al. 2004) a servi a discriminer les éventuelles

erreurs de génotypage, dus a des artefacts techniques (stuttedpgut, alléles nuls),
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sources potentielles d’'un déficit apparent d’hétérozygotes (Pompaiahr2005). Le logiciel
FreeNA a permis d'estimer les fréquences d’alléles nuls potectdé des « faux
homozygotes ».

Les marqueurs microsatellites détectés pour avoir des alldesc’est-a-dire des alléles non
amplifiés au cours de la PCR, n‘ont pas été retirés des asatijassignation et de de
structure génétique spatialisée, car la probabilité des frégmiefalléles nuls était modérée (r
< 0.20). Les alléles nuls réduisent légerement la puissance tesl'tessignations sous le
logiciel STRUCTURE (Pritcharet al. 2000) mais n’affectent pas le résultat global de ces
tests (Carlson 2008), et les analyses basées sur la disttogemhique sont tout aussi
performantes (Cornuet al. 1999).

Le nombre d’alleles observé dépend fortement de la taille destiflcms. Ainsi, la richesse
allélique a été calculée avec le logiciel FSTAT (Goudet 2QiLlpondére le nombre d’allele

par la taille de I'échantillon et limite le biais d0 a I'échantillonnage.

Structure génétique des populations

Les tests d’assignation ont été réalisés avec le lo@dIBIUCTURE pour estimer le nombre
de démes (sous-population) présents dans les sites échantillonnagpsianis L'algorithme
MCMC (Markov Chain Monte Carlo) permet de regrouper des individusdeEmpopulations
a lintérieure desquelles les loci sont considérés a I'équiliHardy-Weinberg et en
équilibre de liaison. Les parametres utilisés ont été les suivants : moeeeladmixture ¢=1)

et fréquences alléliques corrélées. Le nombre de répétitionctiaitee de Markov a été fixé a
600 000 itérations aprés une période de mise en route de 300 000 itérationsnumisemi
I'effet de configuration de I'allumage. Avec ces parameétres, sapilités In Pr(X|K) ont été
estimées pour un nombre de déemes K compris entre 1 et 10 avec 1adnapétiur chaque
valeur de K testée. Une analyse globale incluant tous Iesdsitieide a également été réalisée
avec un modéle de fréquences alléliques indépendantes, qui supposguisxée alléliques

différentes pour chaque site.
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Les probabilités obtenues In Pr(X|K) ont été corrigées ave@thode Evanno qui calcule un
meilleur prédicteur du nombre de populatiaK a partir des probabilités obtenues avec
STRUCTURE (Evanneet al. 2005). Ce tesad hoca été realisé avec I'application internet
Structure Harvester v.0.6 (Eadt al. 2011). Parmi les 100 itérations réalisées sous
STRUCTURE, plusieurs modes d’assignation des individus dans les popujsiorent étre
décrits. Le logiciel CLUMPP v.1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg 2007)naigpdiétudier ces

différents modes.

Structure spatiale des populations

Les analyses réalisées avec les tests d’assignation ddCITURE ne permettent pas de
détecter des structures graduelles telle que le patron d’isolgraeié distance. Des tests
d’autocorrélation spatiale ont été réalisés avec le logidegeDI (Hardy & Vekemans
2002), afin de calculer un coefficient d’apparentement moyen etidore la distance qui
sépare deux individus. Les tests ont été realisés avec 10 000 pemnsutdéatoires pour
estimer la significativité des valeurs observées par rapparivaleurs attendues dans une
population sans structure spatiale. Le coefficient d’apparentenjeéfifi par Loiselleet al.
(1995) n'impose pas que les populations soient a I'équilibre d’HardyWel (Vekemans &
Hardy 2004). Le coefficient Fij est borné par [-1 ; +1]. Une vapamsitive significative de Fij
indique que les paires d’individus d’'une classe de distance ont plialesaén commun
gu’attendu, alors gu’une valeur négative significative indique quencigdus ont moins
d’alleles en commun quattendu. Les valeurs Fij non significativebquent que les
génotypes sont distribués de maniére aléatoire dans une clalistadee. Pour une meilleure
comparaison, les classes de distances de 1000 métres [0 ; 1900 onoisies pour les
deux sites échantillonnés individuellement (Bangka et Irian J&gmair éviter un biais des
coefficients de corrélation pour le site de Riau, échantillonné pepulations, les
comparaisons ont été réalisées pour des classes de distaneesittont nombre de paires

d’individus similaire.
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II.4. EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTICOAGULANT S AVK

[1.4.1. SENSIBILITE PHENOTYPIQUE AU COUMATETRALYL

128 rats sauvages ont servi aux expérimentations du test BCR quienmastgponse
physiologique a I'exposition aux anticoagulants AVK et permetéterthiner la sensibilité
phénotypique d’'une population (Prescott & Buckle 2000). Cinquante rats onagifeées
dans la plantation de Riau, non traitée aux anticoagulants, et soedigtuit rats
provenaient de la plantation de Bangka intensément traitée au étnayht Apres leur
capture, les animaux ont été maintenus 24h dans des cages indiviavetiek la nourriture
ad libitum (noix de palme). Les rongeurs choisis pour les expériences alaenats adultes
capturés en Mars et Avril 2009. Respectivement dix-neuf et tsgntats de Riau et Bangka
ont été identifiés par une approche moléculaire (barcoding).

Les traitements sur les rongeurs ont été validés et approuvés pamité d'éthique de
Vetagro Sup de l'université de Lyon. Vingt-quatre heures avamhdaure du temps de
coagulation (PT), différents groupes de rats @) ont été exposés a une dose déterminée de
coumatétralyl. Les doses ont été injectées par voie intreppéale, qui équivaut aux
applications orales (Pelet al. 2005). La dose efficace (Ef) est définie comme la
concentration d’AVK nécessaire pour obtenir une réponse positive chapias 50% de la
population exposée au pesticide. Aucune expérience de ce type n'Byanérée sur ces
especes asiatiques, la dose efficace pour les souches sedsibdés brunRattus norvegicus
(EDsorr) a servi de référence pour les expérimentations£ED,36 mg.kg pour les males et
EDso= 0,44 mg.kd pour les femmelles) (Prescott 2003). Chaque groupe de ratd)(a été
exposé a une dose croissante de coumatétralyl de 0 a 32 fois tedésérence (Efrn). Le
groupe témoin (0 x Efgn) a recu une injection de solution saline physiologique, et a servi a
déterminer le temps de coagulation du sang basal de l'especg-qWatre heures apres
l'injection, les rats ont été anesthésiés par inhalation d’iso#uiForene ®, laboratoire
Abbot, France), puis une goutte de sang a été collectée parderisang intracardiaque et

immédiatement transférée dans une cartouche IDEXX Coag DxifiMdefdéterminer le
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temps de coagulation (PT) avec l'appareil Coag Dx ™ (saturatidlDGa secondes).
L’euthanasie par dislocation cervicale a été réalisée rapidementaprése du sang.

1.4.2. AMPLIFICATION ET SEQUENCAGE DEVKORC1

Trente séquences de gar@rclont été étudiees chez des rats sélectionnés sur la base de leur
réponse phénotypique au coumatétralyl. Le gékwecl est constitué de trois exons dont le
troisieme comprend le site actif et la plupart des mutation®@ntfla résistance ch&attus
norvegicusL’'exon 3 a été séquenceé chez treize rats de Riau et dixasepter Bangka. Parmi

ces individus, la séquence a été completement analysée (exonl,2,3) pondividiis de
chaque site.

L'ADN a été extrait a partir des échantillons de tissu ddéléeapres I'euthanasie avec le kit
Macherey-Nagel Nucleospin® Tissue (Hoerdt, France). La réaationchaine de la
polymérase (PCR) a été réalisée comme décrit par Grandermtaal. (2010). Un amplicon

de 2209 pb (paires de base) a été obtenu pour levgenel complet, et un amplicon de 203

pb a été obtenu pour I'exon 3. La qualité des amplicons a été evgudfiéclectrophorése sur

gel d'agarose a 1,5% contenant du bromure d'éthidium, et conservés aC+jubdqu’au
séquencage (Biofidal, Vaulx-en-Velin, France).

Les séquences obtenues ont été alignées avec la séquence cahsgpsagkorclde Rattus
norvegicus (ENSRNOTO00000026347) de la base de données Ensembl
(http://www.ensembl.org). Les mutations ont été détectées aveeuiedialignement des
séquences BioEdit version 7.0. 9,0 (Hall 1999). Chaque séquence a été corrigée
manuellement, puis assemblées avec le logiciel Seaview 4.2.12 E6@ly2010) pour la
reconstitution des génes complet. Les haplotypegkdeclont été déposées dans la base de
données GenBank (JN129977-JN129984). Enfin, l'effet du polymorphisme des mutations
ponctuelles d’'un seul nucléotide (SNP) a été étudié et comparéles/eéquencegkorcl
d'autres especes deRattus provenant de la base de données GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/): Rattus Loseade Chine (EF028346. 1Rattus rattus
alexandrinugde I'Ouganda (HM181983.1).
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I11. RESULTATS ET DISCUSSION

[11.1. DISTRIBUTION DES ESPECES

1.1.1. INVENTAIRE QUALITATIF DES ESPECES

Sept especes de micromammiféres ont été identifiées dansenfeles des
palmeraies (Tableau 3). Les espéces connues pour étre dominantéssdalastations de
palmiers a huile en Malaisie sont présentes dans la totaktésites échantillonnés en
Indonésie (n=24) : le rat asiatique des maifRatus tanezumi-R8st présent dans 83,33%
des sites (n=20) et le rat des champs m&aitus tiomanicugst présents dans 45,83% des
sites (n=11). Ces deux espéeces sont sympatriques dans 29,16% des-g)tésigure 22).
Pour chaque site, une des deux espéces semble dominante, car eneslgagabportions ne

sont jamais équilibrées et au maximum I'espéce la moins sspiéesatteint 20% des captures
(Tableau 3).

o)
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E=Y
o

w
o

plantations proportion (%)
[
o

=y
o

0 +
R. tanezumi-R3 R. tanezumi-R3 R. tiomaincus
+ R. tiomanicus

Species occurence

Figure 22. Taux de présence des espéces prédominantes dans lkagraies

87



Region n® . Rattus_ . Rattqs Rat_tus Autres (n=1) Total
plantation| tanezumi-R3| tiomanicus | argentiventer

Bangka 1 122 2 - Sundamys muelleri | 125

2 10 - - - 10

3 22 - - - 22

4 9 - 1 - 10
Belitung 5 12 1 - - 13
Bornéo Centre 6 2 8 2 - 12

7 11 2 - - 13
Bornéo Est 8 13 - - - 13
Bornéo Sud 9 5 - - Maxomys whitehead{ 6

10 1 - - - 1

11 5 - - - 5

12 1 - - - 1
Irian Jaya 13 10 - - Echymipera rufescerfs 11

14 4 - - Sp. non identifiée 5

15 7 - - - 8

16 9 - - - 9
Sumatra Indragiri 17 - 17 - - 17
Sumatra Jambi 18 - 20 - - 20
Sumatra Lampung 19 5 - - - 5

20 4 1 - - 5
Sumatra Nord 21 - 5 2 - 7
Sumatra Riau 22 7 28 - - 35

23 - 5 - - 5
Sumatra Sud 24 8 12 - - 20
Total 24 267 101 5 4 378

Tableau 3. Identification des especes de micromammiferetans les palmeraiesPourcentage
d’identification dans les bases de donnéggndamys muelle(®9.69% BOLD)Maxomys whiteheadi
(100% BOLD), Echymipera rufesceng92% NCBI), sp. non identifiée associée Laggadina
lakedownensi$88% NCBI)

Le rat des riziereRattus argentiverréputé pour occuper les plantations immatures, est
présent dans 12,5% des sites (n=3), au nord de Sumatra, a Bangkalatrdgims centrale

de Bornéo, en sympatrie avec au moins une des deux espéces dominaritesespeaes
forestieres endémiques ont également été identifiées, repess@nthaque fois par un seul
spécimen, dont la description succinte est donnée dans la partie 11.2.1 :

- le rat géant de MulléBundamys muelle(dentink, 1879) a Bangka
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- le rat épineux a téte blancMaxomys whiteheadiThomas, 1894) dans la région sud
de Bornéo

- une espéece identifiee a 92% comme étant un pérameleBdwmipera rufescens
(Peters & Doria, 1875)

- une espeéce inconnue identifiée a 88% comme une Souris du pays desglzadina
lakedownensigWatts, 1976) a Irian Jaya. Le degré de fiabilité de I'idiatifon
moléculaire n’est pas satisfaisant pour affirmer I'identité de ce despéeimen.

La carte illustrant la distribution de chaque espéce (FigurendBjfre une Iégeére variation
clinale des distributions des deux espéeces dominantes, selon umgtadgtudinal avec
Rattus tanezumi-R@lus présent a I'Est eRattus tiomanicugrincipalement présent dans la
partie Ouest de I'Indonésie.

@ Rattus tanezumi @ Rattus tiomanicus

Figure 23. Carte de distribution des espéces prédominantes dans [gmlmeraies

11.1.2. INFLUENCE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

L’ACP permet d’observer d’éventuels regroupements de fact®ans: une interprétation
claire des résultats, deux représentations graphiques de BAGHRé réalisées (figure 24). La

premiére figure illustre 'ensemble des variables biocliquegs, ainsi que les autres variables
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associées au premier axe (premiére composante principale, PLIldeuxiéme figure
représente I'ensemble des variables du couvert végétal etres wariables associées a lI'axe
2 pour expliquer la deuxieme composante principale (PC2). La vatatilenan Footprint »
et la variable d’intérét correspondant a I'abondance relativeedpegces dominantes sont

représentées a chaque fois afin de les associer avec leblesrienvironnementales

explicatives.

La contribution des axes a la variance totale est respectivement de 32,64 % pour PC1, 19,27%
pour PC2 et 15,33%, pour PC3. PC1 et PC2 expliquent a eux deux plus de 50% de la variance
totale. Le troisieme axe (PC3) étant peu informatif sur les regroupemdatsales, il n'a

donc pas éteé retenu pour les interprétations.

La premiére composante principale (PC1), est principalementsegpé® par les variables
bioclimatiques. Quasiment toutes ces variables, exceptées « bia8biod8 », contribuent
négativement a PC1. L’association de I'abondance relative des deeoessaux variables
bioclimatiques est légérement différente. L'abondance relativdRatétus tiomanicusest

faiblement associée aux variations climatiques sur PC1. A I18eyefabondance relative de
Rattus tanezumi-R3’est pas associée a ces variables. Dans I'ensemble, ldudistmi

relative des especes n'est pas associée aux facteurs eamemaux. La variable
anthropique Human Footprint contribue |égerement aux valeurs négdgivie€1l. Cet axe
serait caractérisé par un gradient longitudinal, comme le mtanfigure 25, ou les valeurs

absolues des coordonnées PC1 de chaque site d’étude ont été représentées geogrphiquem
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A. PC1 (32,64%)
E\
PC2(19,27%)
[p_11]
[e_d1]
B.

Figure 24. Projection des variables sur le plan factorielPour plus de lisibilité, 'ACP est
représentée sur deux figures distinctes. L’abondance relatiengan Footprint sont représentées sur
les deux figures. (A) La figure indique I'ensemble des vaemlbioclimatiques, ainsi que les autres
variables associées a la premiére composante principale (BELp figure indique I'ensemble des
variables du couvert végétal et les autres variablesiéesoa I'axe 2 pour expliquer la deuxieme

composante principale (PC2).
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S 60 n

Figure 25. Projection géographique des valeurs absolues des atmmnées PClde chaque site
d’étude. La dimension des carrés est proportionnelle a larvatsolue attribuée a chaque site. La
couleur symbolise le signe de cette valeur (blanc pour lesirganégatives et noir pour les valeurs
positives).

La seconde composante principale (PC2) est représentée par llat®nelative des especes.
L’abondance relative dRattus tiomanicusontribue aux valeurs positives de PC2, alors que
celle deRattus tanezumi-R&ntribue aux valeurs négatives de PC2. La variable représentant
les influences anthropiques « Human Footprint » contribue égalementkauxs négatives
de PC2.

Seulement deux variables de couverture végétale du jeu de données ev@iobC
contribuent a l'axe 1. Elles correspondent aux habitats 1 (foréts ealitkes larges et
persistantes) et 17 (Mosaique de terres cultivées / Forusrds végétations naturelles).
L’habitat 1 contribue aux valeurs positives de PC1 et I'habitatuk7valeurs négatives de
PC2. Les indices de fragmentation de la densité de ces haditpjscoOntribuent aux valeurs
positives de PC1 pour I'habitat 17 et aux valeurs négatives de PC2 pour I'habitat 1.

Les autres variables de couverture végétale contribuent principalettee 2, Les variables
11, 14 et 16 contribuent aux valeurs positives de PC2, de méme que 'aboradiatne de
Rattus tiomanicusLes variables 11 et 14 caractérisent I'habitat natur&®ateus tiomanicus
(Myers et al. 2012 ; Wilson & Reeder 2005). La variable 11 caractérise une couverture
arbustive a feuilles persistantes et la variable 14 correspond @ouwmerture arbustive ou
d’herbacées clairsemée. La variable 16 concerne quant a ellsudases cultivées. Les
variables 8 et 9 contribuent aux valeurs négatives de PC2, ctaboadance relative de

Rattus tanezumi-R3.a variable 8 caractérise une classe d’habitat forestgulierement
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inondé et la présence d’eau salée, alors que la variable 9 eabsaiEue de forét et d’autres
végétations naturelles (Annexe ).

Les variables indiquant les indices de fragmentation, « proportion dagmy, « densité des
habitats » et « bordure paysagere », d’un méme habitat oitileerent le méme niveau de

contribution aux composantes principales.

La figure 26 est une projection des différents sites d’étude esyplan factoriel. Cette
représentation montre que les sites d’'lrian Jaya (n° 13-16) sontiéassax variables
caractérisant des foréts aux feuilles larges et pentastgvariable 1), et a la variable de la
densité des patchs d’habitat mosaique de terres cultivéesa€tévériable 17). Or les sites
de cette zone d'étude sont enclavés dans une grande matrice enveotatende foréts
primaires (cf. partie 11.1.1). Les sites d'études de Bangka4hsbnt associés avec le facteur
anthropique Human Footprint, les habitats de type mosaique de deltreées et de forét
(variable 17), et les habitats de type forestier régulieneimendé et la présence d’eau salée
(variable 8). Or ces sites sont situés sur une petite ileudtES de Sumatra. L'ile de
Belitung (n°5), qui est géographiquement proche de I'lle de Bangkassstiée avec ces
mémes variables sur PC2. Il en est de méme pour un site du Sodhde B°11), localisé en
bord de mer.

Un site localisé a I'Est de Bornéo est fortement assee€ié les habitats arbustifs (variable 11
et 14). De méme, mais de facon plus modérée pour un site du cemoend® (n°6). Les

autres sites ne sont sensiblement pas associés aux variables environesmental
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Figure 26. Projection des sites sur le plan factorieLes sites ou selRattus tiomanicugst présent
sont en gris foncé. Les sites ol les deux espéeces sont préRetimménicuset R. tanezumi-R3sont

en gris clair. Dans les autres sites, sRalktus tanezumi-R8 été détecté. Les sites soulignés sont ceux
qui ont été retirés de I'analyse statistique du fait de leur fdifaetié.
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[11.2. DISPERSION SPATIALE DES POPULATIONS EN PALME RAIE

[11.2.1. UTILISATION DES DIFFERENTS HABITATS D’'UNEPALMERAIE

En complément de I'échantillonnage réalisé dans les habitatgsulin échantillonnage non
exhaustif a été réalisé dans des villages et dans des halitatels adjacents aux zones
cultivées, afin d’appréhender I'occupation des différents types d’habitats d'inmer gie.
Respectivement 121 et 144 individus ont ainsi été capturés a lyiaretla Bangka (Tableau

4). Au total, huit especes endémiques ont été identifiées : trois a Iriart dayq & Bangka.

Irian Jaya
Espéce Rattus Sp. non Hydromys sp. | Echymipera
Habitat tanezumi-R3 | identifiée Rufescens
Cultivé 62 9 4 2
Naturel - 13 2 -
Rural 28 - - 1
Total 90 22 6
Bangka
Espéce Rattus Niviventer Maxomys Sundamys | Calloscirius | Tupaiasp.
Habitat tanezumi-R3 |cremoriventer| whiteheadi muelleri notatus
Cultivé 97 - - B - E
Naturel 2 4 1 14 3 9
Rural 13 - - E -
Total 112 4 1 14 3 9

Tableau 4. Especes identifiées dans différents habitats Aain Jaya et a Bangka.Le nombre de
capture total a été représenté pour chaque type d’habitiityé qliie. palmeraie), rural (i.e. village
inclus dans la palmeraie), naturel (i.e. forét adjacente a la rzadée
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Une petite description des sept especes endémiques est mésetgdsous, a partir des
descriptions de Myerst al. (2012) et de Wilson & Reeder (2005).

Especes d’'lrian Jaya :
- Hydromys sp(Geoffroy, 1804) sont des rats aquatiques appartenant a léefdesl
muridés. lls sont endémiques de I'Australie et de la PaouasieeN®uBuinée (ile
d’Irian Jaya). Les spécimens capturés dans cette étude sordsiosislé zone irriguée
par un cours d’eau. Leur poids moyen est de 358,69 £78,2 compris entre 2469 et 447g.
La longueur de la queue [21 cm ; 24,5 cm], a I'extrémité blanche)usstourte que
la longueur du corps [23,1 cm; 27,8 cm], avec un rapport moyen «longueur

corps/longueur queue » de 1,12 +0,02 cm.

- Le péraméle rowEchymipera Rufescen(®eters & Doria, 1875) est une espece de
marsupial bandicoot endémique du nord de I'Australie, de I'lle de pousie-
Nouvelle Guinée et des iles orientales de I'lndonésie. C’eahumal qui occupe des
milieux forestiers variés (foréts tropicales humides, forétsi-sempervirentes, foréts
galeries et foréts ouvertes). Sa présence pourrait étre @ssoeec des zones de
lisieres (Westermanet al. 2012). Les trois individus analysés avaient des
morphomeétries [poids (g) /longueur du corps (cm)/longueur de la quedk dem
[109/16/4,2], [518/28/7,4], [497/27/22,5]. Deux de ces individus ont été capturés en

habitat cultivé.

- Espece forestiere non identifiée. L'identification moléculaire [@améthode du
barcoding l'associe a 88% a la Souris du pays deslaggadina lakedownensis
(Watts, 1976), une espece de muriné endémique de I'Australie, visdalbalonnées

Genbank. Cependant, l'identification ne correspond pas avec nos spécimens.
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Espéces de Bangka :

Niviventer cremorivente(Miller, 1900) est une espéce de muridé endémique du Sud-
Est asiatigue (Indonésie, Thailande, péninsule malaisienne). C’'estespere
arboricole qui vit exclusivement dans les habitats forestiers, ldarieréts primaires

ou secondaires. Elle est classée vulnérable sur la liste rouge de I'lUCN Qo2

Le rat épineux a téte blancMaxomys whiteheadiThomas, 1894) est une espece de
muridé originaire du sud-est asiatique (Indonésie, Thailande, péninalaisienne).
C’est une espéce terrestre forestiére, qui occupe égaldesefdaréts déboisées et des
milieux agricoles (e.qg. rizieres) (Maryargbal. 2000). Deux clades ont été identifiés,
un premier a Bornéo, et un second regroupé a Sumatra et sur la gémakisienne
(Goroget al. 2004). Elle est classée vulnérable sur la liste rouge de I''lJOSN
2012).

Le rat géant de MillelSundamys muelle(Jentink, 1879) est une espece de muridé
originaire du sud-est asiatique, incluant I'ilndonésie. C’est une egpétipalement

terrestre qui vit dans les foréts primaires ou secondaires.

Calloscirius notatugBoddaert, 1785) est une espéce de sciuridé originaire du sud-est

asiatique. C’est un type d’écureuil arboricole.

Tupaia sp.(Raffles, 1821) est une famille de Tupaiidae de la péninsule du Sud-E
asiatique. Elle regroupe des espéces de musaraignes arbogablescupent des

habitats forestiers.

L'identification obtenue est a modérer étant donné la difficultéd@&@erminer de maniére

précise une espéce avec des criteres morphologiques. Bien cuiescewdividus aient été

analysés par une approche moléculaire, il est préférable sButdes résultats préliminaires

avec parcimonie. A Irian Jaya, les identifications moléculas@st peu fiables pour le

paraméle roux et la souris du pays des lacs.
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Présence en habitat naturel

Au total, quinze et trente-trois micromammiféres ont respentwe été capturés dans des
habitats de forét primaire a Irian Jaya et de forét typwét tle plaine » a Bangka (Tableau
4). Seulement deux individus appartenanfRattus tanezumi-R8nt été enregistrés dans les
foréts de Bangka. Aucun autre individu des especes invasives desrgiasin(i.e.R.
tiomanicus et R. tanezumi-RB'a été identifié dans ces habitats naturels pourtant attgenant
parfois enclavés dans I'habitat agricole. Toutes les espdeatfiées, excepté les deux

rattus, sont des espéces endémiques des foréts échantillonnées.

Présence en habitat rural

Tous les animaux piégés dans les villages de Bangka (n=13) retndJdaya (n=29)
appartiennent a lI'espéce invasive des plantatRatus tanezumi-R3xcepté un individu
identifié Echymipera Rufescensmarsupial endémique d’Irian Jaya.

Un autre échantillonnage a été réalisé dans un grand villageneituéin de la plantation de
Riau, mais entouré de grandes plantations de milliers d’hectaezde¥leux rongeurs ont été
récoltés et identifiéRattus tanezummi-R®r les rongeurs invasifs des plantations du site de
Riau sont principalement d&attus tiomanicugct. partie 111.1.1).

Présence en habitat cultivé

Seulement guelques spécimens d’espéces forestieres d’'lriapniaggalement été capturés
en habitat cultivé. A l'inverse, aucune espéce forestiere n'giétgee dans les habitats
cultivées a Bangka, bien que des écureuitslosciurus sp.aient été observés dans les

palmeraies. A Riau, seuls deattus tiomanicust desRattus tanzumi-Ra8nt été piégeés.
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Proportions de capture en habitat cultivé

Les proportions de capture calculées correspondent au nombre deayegesapturé un rat
pendant une nuit de piégeage. Ces proportions sont relativement fditides Jaya avec une
moyenne de 8,11%, un minimum de 2%, et un maximum de 16%, d’animaux sgmpuré
session de piégeage. Le pourcentage moyen des captures a Bartgkd £40% avec une
plus grande variabilité bornée par un minimum 8% et un maximum 44%aiedes plus
élevés ont été enregistrés a Riau avec un pourcentage a@yh75% de rats capturés par
session, et une grande variabilité de 8% a 84% de capture par session (Figure 27).

80
1

40

Proportion de captures (%)

20

Riau Bangka Inan.Jaya
Site d'étude

Figure 27. Représentation des proportions de capturgsar session de piégeage, dans les habitats
cultivés de Riau, Bangka et Irian Jaya.

111.2.2. STRUCTURE GENETIQUE DES POPULATIONS DANSNE
PALMERAIE

A Riau, vingt-six individus ont été identifié&attus tiomanicust un individuRattus tanezumi
qui a été retiré de l'analyse génétique. A Bangka, tRatus tanezumet quarante-cing
Rattus R3et a Irian Jaya vingt-seRattus tanezunet deuxRattus R3ont été identifiés par
barcoding. Pour chaque site, I'analyse factorielle des correspasdamtique que tous les
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individus appartiennent a la méme espedeattus tiomanicusa Riau (n=179), eRattus
tanezumi-R3& Bangka (n=108) et a Irian Jaya (n=89). Les individus de Bangka et ddyian J
appartiennent a la méme espéce mais forment deux groupegjgéméint differents (Figure
28).
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Figure 28. Représentation graphique de I'analyse factorielleles correspondances (AFCkur
'ensemble des individus dans I'ensemble des trois sitesp(#9 intra-site dans des cadres de
différentes couleurs (B) (Riau en bleu ; Bangka en rougan Iaya en vert). Graphiques 2D sur les
deux premiers axes, le troisieme axe n’'étant pas inforpatif le regroupement des individus. Les
ronds gris représentent les individus n'ayant pas été fidsntpar barcoding, les rond noirs
représentent les individus identifi@attus tiomanicusles triangles noirs représentent les individus
identifiesRattus R3t les losanges les individus identifiéattus tanezumi

L’estimation des Er non biaisés indique un déficit d’hétérozygotes modéré (0,05 < FST <

0,15) et donc une différenciation modérée entre chaque paire d&Vsight 1978). Trois
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niveaux de différenciation sont observés (Tableau 5). La populationndJeaga est plus
différenciée de celle de Riau (FST = 0.10) que de celle dgkRafiFST = 0.08). Riau est

Bangka sont les moins différenciées (FST = 0.06).

Localité Riau Irian Jaya
Riau - -
Irian Jaya 0.10 -
Bangka 0.06 0.08

Tableau 5. Valeur des kr entre chaque paire de localitésobtenus avec FreeNA (méthode ENA)

Structure génétique des populations

Les richesses alléliques sont plus faibles a Irian Jagia{R 8,35 + 2,26) que dans les deux
autres sites (Rgngka= 13,79 %= 2,11 ; (R = 13,35 = 3,9) (Tableau 6). La probabilité
d’alleles nulls est modérée pour chaque loci de chaque site {momax= 0.23) (Annexe lI).
Tous les loci ont donc été conservés pour les analyses de stgéeteue des populations.
Dans chaque site les populations ne sont significativement paéqailibre d’Hardy-
Weinberg (p< 0.01), avec un déficit d’hétérozygotie. Les résultats détgldés chaque loci

sont présentés en Annexe Il

Localité N Na Rs He Ho HWE

Riau 179 20,43+9,18 | 13,35+3,9 0,88+0,04 | 0,75 £0,12 | high.sign.
Bangka 108 20,28 +4,15 | 13,79+2,11 | 0,89+0,02 | 0,76+0,20 high.sign.
Irian Jaya 89 11,28 + 3,77 8,35+2,26 0,76 £0,10 0,68+0,11 high.sign.

Tableau 6. Statistiques de base pour les trois populations &attus. N, nombre d’individus ; Na,
nombre d'allele moyen par locus ; Rs, richesse allélique nmeygar locus ; He, hétérozygotie
attendue non biaisée; Ho, hétérozygotie observée ; HWE, rédultest multilocus a I'équilibre
d’Hardy-Weinberg. « high. Sign. » : tres signiticatif

Les analyses bayésiennes réalisées avec le logicRUSTURE pour I'ensemble des sites
indique une structure en trois populations distinctes. Cette probastitéonfirmée par les

corrections effectuées avec l'outil internet « Structure Hazvest L’'ensemble des 100
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assignations pour K=3 est unimodale et sépare distinctement les individus emfodetleur
origine géographique (Figure 29).

Les analyses bayésiennes réalisées indépendamment pour chagienisént des résultats
similaires. Les résultats obtenus sous STRUCTURE indiquent wnetuser en une seule
population pour chaque site. La correction d’Evanno ne peut pas étre applénséee cas,
car la méthode repose sur des calculs de différefikesntre les valeurs de probabilités In
Pr(X|K) calculées pour un nombre de groupe inférieur In Pr(X|K-LizuAe valeuAK ne
peut ainsi étre obtenue pour K=1 et les résultats sont biaiséguantiune probabilité de
population structurée en trois groupes pour chacun des sites (Annexe lI).
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Figure 29. Structure génétique des populations de rats échalfidtnnéesdans les trois plantations de
palmiers & huile. Les probabilités obtenues sous STRUCTURIE ;KE)] avec 100 itérations par K
(A) ont été corrigés avec la méthode d’Evanno (B). Les modssigfation des individus dans K=3
populations (le nombre de populations le plus probable) correspondent aaliQd%de (C). Chaque
couleur correspond aux individus d’un site d’étude Riau (rouge), Irian Jargpdt/Bangka (bleu).

Structure génétique spatiale des populations

Les autocorrélogrammes obtenus pour chaque site suivent un patron disolean la

distance (Figure 30). Le coefficient d’apparentement décroit dmegmentation de la
distance géographique et atteint des valeurs significativementivesga 1 651 metres a
Riau, 3 000 metres a Bangka et 4 000 métres a Irian Jaya. Les pkerstngcture génétique
spatiale sont similaires a Bangka et a Irian Jaya.

Le patron de structure génétique spatiale est légereméértedif & Riau. Dans ce site, le
coefficient d’apparentement interindividuel décroit rapidement alsmgrhentation de la
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distance géographique, avec des valeurs négatives a partir d’'uneegdenrdistances
inférieures aux deux autres sites. Une valeur significativemeitivposst observée dans la
classe de distance de [1 841 ; 2040] metres et suggere un fort &mpariment entre des

individus situés dans cet intervalle.

Riau Bangka
o™
— ® = - e
o
& o
(= =
o o
) e (18]
s . S g
=2 . =]
E o T w
8 27 g g1
2 < e °
5 % 3
S o & &7
8 o I 3
[T} b= @ o
(=] -
- e R R G S IR
/ // \ L]
] o e 5 4 8 \ ol 2 =
o — o \.,o\ r EY N o_ / \ o
9 o\/ L] . 0\ / o g
g & ° 8 o -0
Y T T T T T T T ? T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 5000 10000 15000
Distance (m) Distance (m)
Irian Jaya
L ]
=
-
€
@
=
=
@
8
(=% w
£ © A
2 (=]
=] o
™ .
o
: ./
8 \ (o] 0\ /\ /O
] = o —o
2 \0-.'0 - \ _0'0 \/
Nt . d
L ]
T T T T
0 5000 10000 15000
Distance (m)

Figure 30 Corrélogrammes de l'estimateur du coefficient ‘dpparentement entre individus
(Loiselle et al. 1995) en fonction de la distancd_es marques de couleur (bleu) représentent les
écarts significatifs a I'hypothése nulle qui considere tépartition géographique des génotypes
aléatoire (intervalle de confiance a 95%).
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[11.3. RESISTANCE AU COUMATETRALYL

11.3.1.RESISTANCE PHENOTYPIQUE AU COUMATETRALYL

Les rongeurs utilisés dans les expériences de résistance aatéwalyl (anticoagulant AVK)
correspondent a deux espéces différentes. Les cinquante ratdedsuplantation de Riau,
non traitée au coumatétralyl, ont tous été identiéatus tiomanicuysalors que les soixante-
dix-huit rats capturés dans la région de Bangka, traitée auatéwatyl, ont été identifies
comme appartenant au claBattus tanezumi/R3.es analyses du gene mitochondrial CO1
ont confirmé ces résultats pour tous les rats génotypés (n #sl@er&iau, n = 36 rats de

Bangka).

Riau

Dans la région de Riau, plantation non traitée, la médiane du temps de coadndatl (PJd)
mesuré chez le groupe de rats témoin (i.e. sans injection detétnayd est de 31.5 [21-38]
secondes avec une faible variabilité inter-individuelle (Figure Bbur chaque groupe
expérimental I'injection intra-péritonéale de coumatétralyinaemte la valeur médiane du PT
ainsi que la variabilité intra-groupe. Plus la concentration de cétnalgt est importante,
plus la valeur médiane du PT intra-groupe augmente sP57; Ph7s= 84.5; P1=92,
PT,=100). Le PT est fortement augmenté pour plus de la moitié deswanicwagroupe ayant
subi une injection de coumatétralyl d’'une concentration correspondarg fois la dose de
réféerence (1 x ERgry. Parmi les 19 individus de ce groupe, 15 ont un PT trés éleve (>75
secondes) alors que 4 individus maintiennent une faible valeur de PTe meda valeur
basale, et ne semblent pas affecté par I'AVK. Pour chaque groupe expssgoaantrations
plus importantes (>EQR.), la moitié des individus répondent positivement (PT>75
secondes). Tous les individus du groupe exposé a une concentration de tralymae? x
EDsorn ONnt un PT tres élevé (PT = 100 secondes). kgE@e la population ddRattus
tiomanicusde Riau est similaire a I'Edgrn obtenu pour les lignées sensibles Riattus

norvegicus.
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Bangka

Dans la région de Bangka, plantation systématiquement triaitégleur médiane du PT basal
est de 29 [24-38] secondes (Figure 31). L'injection de coumatétradyhente la valeur
médiane du PT pour chaque groupe expérimental. Cependant cette augmestamoins
marquée que pour la population de Riau. Le PT est légerement rdégpoair le groupe
d’individus exposés a la dose de référence (1 xokjPavec une valeur médiane (%0
secondes) proche de la valeur basale. De fortes valeurs de PTsde@hdes) ont été
observées pour certains individus des groupes exposés a une concetératboamatétralyl
supérieure ou égale a 4 x kR, Cependant, I'effet sur le groupe reste modéré avec des
valeurs médianes de PT comprises entre 50 et 72,5 secondes, ménm@cangation tres

importante de coumatétralyl de 32 x &k}
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Figure 31. Réponse phénotypique au coumatétralyLe graphique de gauche correspond a Riau,
site non traité aux coumatétralyl. Le graphique de droite correspoBdngka, site exposé au
coumatétralyl. Chaque représente la réponse enregistré pour un individu 24h aprés itnject
intrapéritonéale. Les points multiples ont été représentislavfonction ‘sunflower’ sous le logiciel
R. Chaque ‘ pétale’ représente un point superposé. Une échellghimiggue a été utilisée pour une
meilleure comparaison des deux sites.
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Comparaison des deux sites

Le PT basal est similaire pour la populationRidtus tiomanicusle Riau et la population du
clade Rattus tanezumi/R8le Bangka (test non paramétrique de Wilcoxon, ns: p=0,62).
Cependant I'effet mesuré aprés une injection d’une fois la dogg@ence de coumatétralyl

(1 x ED50RN) est significativement différent pour les deux populattessrfon paramétrique

de Wilcoxon, ***: p < 0,001). Dans I'ensemble, la population REgtus tanezumi/R8st

moins affectée par le coumatétralyl que populatioRaltus tiomanicuge Riau.

11.3.2. POLYMORPHISME GENETIQUE DEVKORC1

Fort de ce constat (cf. partie 111.3.2) établi par I'expliita des données fournies par
I'analyse de terrain, il est apparu pertinent d’étudier le polghisme génétique dekorcl
chez ces populations. Une mutation de ce géne pourrait étre ankoxdgi la résistance

phénotypique aux AVK observée a Bangka.

Les séquences du gémkorcl ont été alignées avec la séquence consensus RAtus
norvegicusissu d'une lignée sensible aux AVK. L'analyse de I'exon 3, unemégensible
pour les mutations conférant la résistance aux AVK, a révéléphgsinutations SNP. Deux
mutations silencieuses, 11071 et T137T, sont communes aux rats dmssrdg Riau et de
Bangka. Deux autres mutations ont été observées chez leke Bengka : le remplacement
d’'une alanine par une valine en position 143 pour 53% des individus génotypéd4dont
étaient homozygotes et 56% hétérozygotes), et une mutation silenSEURS qui semble
associée a la mutation A143V (Tableau 7). Cependant, la comparaisaalales de PT avec
les mutations dekorclne révele aucune association claire entre les phénotypes de résistances
et les SNP observés. Les individus portant la mutation de substitutié8VA homozygotes
ou hétérozygotes, ont des PT aussi bien plus élevés que plus faiblesuguades individus

portant I'haplotype sauvage (non muté).
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Concentration of Prothrombin time Coumatetralyl
coumatetralyl injected (seconds)
(X x 0.36mg/kg)

susceptibility Ammp a.C'd Silent mutations
substitutions
phenotype

a
0.75 93
0.75 45

+
1
]

100
100
100
100
100
92
75
46
45 - - -
30 - - -

++ + + 4+ 4+ +|
1
1

100 + - -

NRPRRPRRPRRPRRRRERRPR

55 - A143V* S103S*
38 - A143V S103S
38

100

+ - -
100 + A143V S103S
100 + - -

45 - Al143V* S103S*

48 - - -
36 - Al143V S103S

0 0o OO EF R

16 91 + A143V* -
16 56 - - -
16 48 - - -

32 100 + - -

32 56 - - -

32 50 - A143V* S103S

32 47 - A143V* S103S*
32 45 - A143V S103S

Tableau 7 Réponse phénotypique au coumatétralyl et mutations dexon 3 du genevkorcl.
Résultats obtenus chd?attus tiomanicugn=13) du site de Riau (a) et poRattus tanezumi-R3
(n=17) de Bangka (b).

+ Animal sensible a la dose injectée (i.e. PT > 75 sec)

- Animal résistant a la dose injectée (i.e. PT < 75 sec)

* Animal hétérozygote pour la mutation

Pour écarter définitivement I'implication d’'une mutation de I'eneyoible a I'origine du
mécanisme de résistance observé a Bangka, la totalité duiggunga été analysés pour huit
rats de chaque site, choisis selon leur réponse phénotypique (i.etolérence et forte

sensibilité). L'analyse des exons 1 et 2 a ainsi permis dé&remeh évidence d’autres
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mutations SNP (Tableau 8). La plupart de ces mutations sont sileesjeelle que R12R,
H68H, 11071, T137T. Les séquences obtenues ont été comparées aveé€qlEsices
consensus des deux autres especes de rats, afin de caractériser i@ssnobistrvees.

La mutation R12R a également été observée Etamius rattus alexandrinusn Afrique
(Uganda, Diazet al. 2010), alors que la mutation L15L a été observée uniquement chez
Rattus tanezumi/R@e la région de Bangka. Cependant la mutation substitutive I190L de
I'exon 2 a été observée chez toutes les especes de I'analpsdaligtérature, cette mutation

a été identifiee chez de nombreuses autres especes, tellatue losea, Rattus rattus
alexandrinus, Mus musculust Homo sapienset serait trés probablement une mutation
ancestrale (Rost al.2009).

Rattus tiomanicus| Rattus tanezumi/R3 Rattus losea Rattus rattus
(Wang 2008) alexandrinus
(Diaz 2010)
R12R R12R R12R
Exon 1vkorcl
L15L
190L 190L 190L 190L
Exon 2vkorcl
H68H H68H
S103S (53%)
11071 11071
Exon 3vkorcl
T137T T137T
A143V (53%)

Tableau 8 Mutations SNP identifiées cheRattus tiomanicus, Rattus tanezumi-R3, et d'autres
especes de Rattus. Comparaison avec la séquence consensus R#gtus norvegicus
(ENSRNOT00000026347).es mutations de substitutions d’acides aminés sont en casagis et

les mutations silencieuses en caractéres standards.

Les niveaux de polymorphisme dkorclsont faibles chez les deux espéces étudiées et aucun

SNP identifié ne semble associé a la sensibilité au coumatétralyl.
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IV. DISCUSSION

IV.1. CARACTERISATION DES ESPECES ET DE LEUR DISTRIBUTION

IV.1.1. IDENTIFICATION DES ESPECES

L'identification précise des espéces ciblées dans la Aartenuisibles est a la base du
développement d’'une lutte adaptée. Des études ont démontré que lidBotifltasée sur les
criteres morphologiques sont souvent erronées chez les espae¢s die Sud-Est asiatique
étant donné leur grande similitude (Roba&tsl. 2007; Pagest al. 2010). Ainsi, Robingt al.
(2007) rapportent que « de nombreuses espec&atiessont difficiles a distinguer sur la
base de criteres morphologiques a la fois pour les spécialistes @on spécialistes ».
L'utilisation d’'une méthode d’identification moléculaire basée 'suralyse de '’ADN permet

d’éviter les problemes d’identification.

La méthode d’identification moléculaire utilisée dans ce présavuit était le barcoding qui
est basé sur l'analyse du gene mitochondrial CO1 (Hediedl. 2003). Elle a permis
d’identifier au total sept especes de rongeurs occupant les jastde palmier a huile en
Indonésie. Parmi ces especes, quatre d’entre elles étaseespieces forestieres endémiques
de I'Indonésie $undamys muelleri, Maxomys whiteheddchymipera rufescenst une
espéece non identifiée d’'lrian Jaya), dont la présence semblsimutalle et dépendante des
milieux forestiers adjacents. Toutes ces especes occupent habitrdlides foréts primaires
ou secondaires partiellement dégradées (Myrsal. 2012 ; Wilson & Reeder 2005).
L’especeM. whiteheadia déja été détectée dans des rizieres entourées de fongbandie
(Maryanto et al. 2000). Toutefois, l'inventaire d’especes réalisé dans I'ensemble24les
plantations de palmiers & huile est tres succinct. Il releve diie plus haute prudence dans
l'interprétation des résultats. En effet, la détection d’'une espggrdfie bien qu'elle est
présente, mais a l'inverse la non détection ne signifie pad'egmece est absente mais
simplement qu’elle n'a pas été détectée (Kéry 2011). Il condiemt de discuter uniquement

des espéces détectées.
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Les résultats de I'étude ont également permis de réperntmisrespeces de rats communes
aux milieux agricoles Rattus tiomanicus, Rattus tanezumi-&3Rattus argentiventerCe
dernier est généralement ravageur des rizieres et desatjgast de palmiers a huile
immatures (Wood & Fee 2003). Peu de spécinattus argentiventeont été collectés et sa
présence était probablement liée a des rizieres avoisinantgs,dea pépinieres et a des
plantations de jeunes palmiers situées a proximité des sitemptige.Rattus tiomanicugt
Rattus tanezumi-Ra8nt été les deux especes de rongeurs principalement déteaiédsegla
plantations de palmier & huile matures en Indonésie. Ces résudtabborent ceux obtenus
précédemment en Malaisie (Wood & Fee 2003 ; Hafidzi & Saayon 2083%)d€lx especes
ont parfois été observées en sympatrie avec des proportions imgogaateau moins une

des deux espéeces (un maximum de 20% pour 'espece minoritaire).

Ces résultats évoquent I'hypothése d’une compétition interspécifigesime entreRattus
tiomanicuset Rattus tanezumi-R®es études précedentes ont montré que ces deux especes
occupent des habitats similaires et sont mutuellement incomgafMkryantoet al. 2000;
Corbet & Hill 1992 in Maryantcet al. 2000). De plus, il a précédemment été observé un
remarquable phénomene de remplacement d’une populatiBatties tiomanicupar Rattus
tanezumi-R3ans les plantations de palmier a huile en Malaisie (Vébadl 1988 in Wood &

Fee 2003). Les études antérieures menées en Malaisie ont onosRattus tiomanicustait
I'espece inféodée aux plantations de palmiers a huile, et que d&83iRattus tanezumi-R3

a commenceé a envahir ces milieux ou il est devenu commun (Wood &Fee 2003).

Une seconde hypothése expliquant ces relations de dominance appepase sur les
résultats inclus dans cette théese (cf. partie 111.3) qui démwingueRattus tanezumi-R3
développe une résistance physiologique importante aux pressions d@&tke deuxieme
hypothése se base sur le fait que les deux especes ne répondimtigpaséme facon aux
pesticides.Rattus tiomanicusserait moins adapté a cette pression chimique Ratus
tanezumi-R3.Ainsi, l'utilisation des AVK contre-sélectionneraiRattus tiomanicuset

favoriserait I'établissement de populations Rattus tanezumi-R3Xette hypothese a été

114



soulevée par Wood et Fee (2003), lorsqu’ils ont observé le remplacelmeyopulations

Rattus tiomanicupar des populationRattus tanezumi-R3.

IV.1.2. EFFETS DE L'ENVIRONNEMENT SUR LA DISTRIBUTON DES
ESPECES PREDOMINANTES

La distribution géographique de ces deux espéces semble vasierusetline longitudinal.
Rattus tiomanicusst plus abondant a 'Ouest, alors degtus tanezumi-R&st plus abondant

a 'Est du pays.

L’analyse corrélative a mis en évidence I'associatiofiRdtus tiomanicugavec la présence
d’habitats naturels ouverts et arbustifs, qui est son habitat deyigirla présence d’habitats
cultivés, qui correspondent a des habitats d'invasion. Ces résudat®rdent avec les
connaissances actuelles sur cette espéece. Plusieurs travavenmaptielle est naturellement
présente dans les foréts secondaires et les habitats arfMstfis et al. 2012 ; Wilson &
Reeder 2005 ; Numat al. 2003). D’autres travaux montrent qu’elle a également envahit des
habitats agricoles comme les plantations de palmiers a huitklgBet al. 1997; Aplinet al.
2003), sans pour autant s’établir a proximité de ’lhomme (e.g.)villgdin et al. 2011). Elle

n'a pas éteé retrouvée dans les villages de nos sites d’étude (cf. pattie)lV

A l'inverse, I'abondance relative dRattus tanezumi-R8st associée a une gamme d’habitats
variables, correspondant a la fois a des foréts primaires st Zodes inondées d’eau salées.
Rattus tanezumi-R@st une espece originaire du Sud-Est asiatique (Malaisi¢navie
Cambodge...) qui a été introduite en Indonésie. Elle a été reataseee nombreux habitats
anthropiques et en forét d’altitude (Salibay & Luyon 2008 ; Rickal. 2011), mais son
habitat naturel est incertain.

D’une part, il est important de préciser que les résultatai@yse corrélative ont révélé une
association entre I'abondance relative de I'espece et lesaatsabdturels des zones tampons
des sites échantillonnés (e.g. mer a Bangka). Cette agmociatsignifie pas que cette espéce

occupe ces habitats. En effet, Irian Jaya est caractérsédepgrandes étendues de foréts
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primaires et Bangka est une petite ile, donc entourée d'eau Badst envisageable que
I'abondance de cette espece ne soit pas associée a un iatiitek particulier, d’autant plus
gu’elle n’a pas été détectée dans les foréts primaires d’lrian Japarte 111.2.1.).

D’autre part, I'abondance relative de cette espéce est forteassociée aux facteurs
anthropiques. Ces résultats soulevent I'hypothese que I'abondanceeralat Rattus
tanezumi-R3st principalement liée aux activités humaines, permettanhgsoduction dans
des sites aux habitats adjacents variés. Une étude intéressargeen evidence la présence
de cette espece en Afrique du Sud, région qui ne correspond pas auxowmendi
environnementales de son aire d’'origine, d'apres une modélisationeal@giciel Maxent
(Bastoset al.2011).

Une hypothese simple découle de I'ensemble de ces observaftattus tiomanicus
envahirait les plantations a partir d’environnement adjacents ou elle estlaatarglprésente

(a I'Ouest du pays), alors qiattus tanezumi-R@nvabhirait toutes les plantations ou elle peut
étre introduite par I'étre humain. Cette hypothese s’appuieesuesultats qui suggerent que

la présence dRattus tanezumi-RBe dépendrait pas des caractéristiques environnementales,
mais serait associée a la présence humaine et envahiraiiliesx qui lui sont associés,

comme les milieux agricoles.

Une autre hypothése basée sur l'histoire phylogéographique despéses permettrait
d’expliquer le patron de distribution géographique observé. En &#édtus tiomanicugst
une espece endémique de la partie Ouest de I'Indofézieau continental de Sunda), alors
gueRattus tanezumi-R&st originaire d’'une vaste région au Nord-Ouest de I'Indonégien(

et al.2011).

Il a été démontré que I'abondance Rattus tanezumi-Raugmente avec le niveau de
perturbation des habitats naturels par 'hnomme (Salibay & Luyon 2@@8)anombreuses
études concernant des modéles d’étude variées ont mis en évidermatelesle colonisation
similaires dans le sud-est asiatique : depuis la région nail@ lignée ddrattus tanezumi-
R3 au sud-est de la Chine, vers la Papouasie-Nouvelle Guinéetudes éoncernent entre
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autre la colonisation du rat du Pacifigrattus exulansainsi que celle du cochon domestique,
dans les iles polynésiennes par 'intermédiaire de 'hommeigdaSmith & Robins 2004 ;
Lum et al. 2006). Une autre étude anthropologique sur le langage montre urdéineasion
identique (Grayet al. 2009). Il est envisageable gBRattus tanezumi-Rait suivi des voies
d’invasions similaires, envahissant I'lndonésie a I'Ouest puis st.|€ette hypothése a été
illustrée recemment polRattus tanezumi-R@\plin et al. 2011).

Cependant, cette seule hypothese ne suffit pas a expliquer poRrguminanicus’est pas
'espéce prédominante de toutes les plantations situées dansesoataie (e.g. Bornéo). Il
semble judicieux d’envisager que le patron de distribution observd'wst part lié a
I'histoire phylogéographique des especes, liee au commensalsiRattus tanezumi-R3,

ainsi qu’a des phénomeénes de compétition interspécifiques.

Suite a la discussion développée dans la partie IV.1.1., qui suggeérelgjie ¢himique a un
effet sur la prédominance des espéces dans les palmeragajtiirgéressant d’'intégrer les
parametres de gestion par AVK (intensité, fréquence, historique)l’daab/se corrélative

afin d’évaluer l'influence de cette pression anthropique sur I'abondanceealat espéces.
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IV.2. DISPERSION SPATIALE DES POPULATIONS INVASIVES

IV.2.1. OCCUPATION DES HABITATS D'UNE PALMERAIE

L’étude préliminaire réalisée dans les différents habitatspliegations de palmiers a huile
donnent des indications intéressantes sur l'occupation de I'espackespgopulations
invasives de rongeurs.

Les résultats de I'échantillonnage préliminaire réalisé dasmbdbitats naturels adjacents des
palmeraies, ainsi que dans les villages enclavés a linta@esiplantations de palmiers, ont
donné des résultats similaires dans les deux sites. Pourtagitiesed’Irian Jaya et de Bangka
ont des caractéristiques écologiques tres différentes etrésntloignés géographiqguement.
Les résultats coincident car, les rongeurs invasifs ont ététéeans tous les villages, mais
n’'ont quasiment pas été détectés dans les habitats naturels,espéess endémiques ont été
identifiées.

Les données suggérent que dans les deux sites étudiés, les haletisrgopourraient
constituer des barrieres a la dispersion BRastus tanezumi-R3Cependant, les résultats
obtenus a Bangka soulevent la possibilité d’invasion de ces habitasspawpulations de
Rattus tanezumi-R2ar deux individus parmi les trente-trois piégés en forét tg@aent a
ce clade. Il est important de noter que le site de Bangkaegsitue dans une matrice trés
modifiée par les activités anthropiques, contrairement au site d’lrian Slagrackave dans une
grande matrice environnementale naturelle. Les foréts étudidengka sont des petits
patchs de quelques dizaines d’hectares entourés de plantations.

Tous les individus identifiés dans les villages appartiennent dade,cy compris dans le
village pres de la plantation de Riau ou quelques individus de cetieessp#t été détectés
dans la palmeraie prédominée par une populatioRattus tiomanicusll est judicieux de
supposer que les villages constitueraient des foyers d’introductiogeetes transports
routiers industriels et publics permettraient la dispersionRa¢tus tanezumi-R3Ces
observations confortent I'hypothése énoncée précédemment sur lsspockinvasion de

cette espece (cf. partie 1V.1.2.).
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La méthode utilisée dans cette étude ne permet pas de détdevstetut de la population
(i.e. établie ou invasive) au sein des palmeraies. Cependarthiagiee de piégeage utilisée
est similaire a celle mise au point par Wood (1984). Cet autewnrdré que les biais de
détection sont faibles pour cette espéce occupant les palmératede des taux de capture
permet donc d’'intéressantes observations.

Les taux de captures en habitat cultivé sont tres élevéauaeRa Bangka, laissant supposer
que les populations sont bien établies. Les populations semblent ausindas a Riau qu'a
Bangka. Cependant, I'échantillonnage a été réalisé pendant la sksopluies a Riau
(février-mai 2009) et pendant la saison séche a Bangka (octobre 2010). Or, uni@uhagé
similaire avait été réalisé a Bangka au mois de février 0% I'étude de la résistance aux
AVK), pendant la période d’échantillonnage de Riau, avec des propodi#onaptures bien
supérieures qu’'a Riau, atteignant parfois 98%. Bien que les pabortite fructifient tout au

long de I'année, les variations saisonnieres pourraient affecter les populationgeia's.

Les taux de captures sont beaucoup plus modérés a lrian Jaya (&lté%yhantillonné
pendant la saison seche (juillet 2009), et supposent que la taillgpdpukation est réduite.
Cette faible densité pourrait étre expliqguée par une récemeution de la population, dont
I'établissement serait en cours. Néanmoins, il est envisaggablees populations soient
épisodiquement introduites par les transports humains, mais ne parvipasens’'établir. Ce
dernier site est particulierement isolé des milieux anthropjgid@cces aux plantations est
difficile. Les flux de transports sont extrémement faiblegoetrraient limiter les évenements
d’introduction deRattus tanezumi-R®e plus, il est possible que ces populations entrent en
compétition avec des espéces endémigaeblymipera Rufescerst Hydromys sp, qui ont

été détectées dans les plantations et dans les villagepph€eemeénes pourraient limiter

I'établissement d®attus tanezumi-R@ans les palmeraies d’Irian Jaya.
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IV.2.2. DISPERSION SPATIALE DANS LA PALMERAIE
Structure génétique inter-sites

Les résultats indiquent que les populations de Riau, Bangka ef&yanappartiennent a des
especes différentesattus tiomanicua Riau eRattus tanezumi-R8 Bangka et Irian Jaya.
Les populations de Bangka et d’lrian Jaya sont génétiguement agéeantiifs (Er = 0.08).
Cette observation pourrait étre liée a I'importante distancgrgphique qui sépare les deux
sites. Les deux populations auraient ainsi évolué indépendamment eeraent
génétiquement différenciées par I'absence de flux de géneslestdeux sites. Une autre
explication pourrait concerner l'histoire évolutive de ces diffé&rgmbupes. Les mitotypes
(CO1) ont des proportions difféerentes entre les deux sites: fodpeortion deRattus
tanezumia lIrian Jaya et d®attus R3a Bangka. Ainsi, il est envisageable que ces deux
populations, qui sont intégrées dans un méme clade, soient a ladamigéespéciation, ou
issues de populations ancestrales tres différentes. Les megrquesléaires n'ont pas permis
de différencier ces deux clades échantillonnés dans des loggdgsaphiquement proches,
ce qui suggeéere qu’ils sont capables de s’hybrider.

Néanmoins, la population de Bangka est plus différenciée deddelén Jaya (kt = 0.08)
que de celle Riau constituée Ratttus tiomanicug-st = 0.06). Ce résultat est surprenant, car
il suggere que ces deux especes sont moins éloignées génétiquentesidgue populations
de Rattus tanezumi-R¥®n individu identifiéRattus tanezumi-R& été collecté a Riau et retiré
des analyses, ce qui signifie que cette espece est présastdedsite. Ces observations
soulevent I'hypothése d’'une éventuelle hybridation entre ces deux espéces.

Il semblerait que ces trois taxortar{ezumi, R3, tiomanicusient été interconnectés par le

passé. Les especes prédominantes des plantations de palmieesappbaitiennent toutes au
complexeRattus rattugAplin et al.2011) dont la taxonomie n’est toujours pas résolue.
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Structure génétique spatialisée a I'échelle de la plantation

Aucune population échantillonnée ne semble structurée en sous-populatiandiviekis
sont distribués de fagon continue dans I'espace. La structure gérdagpepulations suit un
patron d’isolement par la distance, ce qui signifie que la distapatiale constitue une
barriere au flux de génes (i.e. a la reproduction). Les vatkucoefficient d’apparentement
sont significativement positives a de courtes distances. Pusdélbeoissent rapidement pour
atteindre des valeurs significativement négatives, avant delsiiser a des valeurs nulles
pour de longues distances. Les valeurs nulles caractérisent un éqeiilile les processus de
migration et de dérive génétique. Les distances de dispersions latimemaent faibles. Les
apparentements sont significativement négatifs entre 1 000 et 3 000 meindsssltes. Des
auteurs ont montré que le domaine vitalR#tus tanezumi-R&tteint 80 metres de diametre
avec une moyenne de 30 métres pour les males dans des populations elessetle
augmenter dans des populations moins denses (Wood 1971 dans Wood & Fee 2008%. D’aut
auteurs ont mesuré un domaine vitalR#gtus tiomanicuse 69 métres de diametre avec une
moyenne de 46,48 métre pour les males (Buekhd. 1997). Pour ces deux espéces les males
dispersent Iégérement plus loin que les femelles.

Il est envisageable que ces grandes populations occupent un habitat io@mege peu de
pressions écologique (e.g. prédateurs, compétiteurs). En eféstselit relativement stables
et ne semblent pas marquées par des cycles de pullulation (WoB€de&2003). Ces
caractéristiques pourraient expliquer que les individus ne disperseltipale leur domaine
vital natal (Peakalkt al. 2003). Ainsi pour chacun des sites, les populations ont une forte
structure génétique locale et sont spatialement continues. delbelslent étendues et intra-

connectées par des flux de genes intergénérationnels a longues distances.

Le fort taux d’homozygoties observéRéau pourrait étre lié a la méthode d’échantillonnage
« en population ». Les rongeurs vivent généralement en grandes colohessiradividus
échantillonnés sur une surface réduite peuvent appartenir a la faértie. La consanguinité
est une caractéristique des structures familiales. Néanmeainsemble de la population de
Riau n’est pas structurée en deme et suit un patron d’isolemelat giatance. Les échanges

de genes sont donc fréquents, et considérant les taux de capfwesmt cette population
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semble de grande taille. Cependant, il a été observeé un fort taypadi&Ement a une classe de
distance de [1 841 ; 2040] métres. Sur le site échantillonné, il aaste villages distants
d’environ 2 000 metres qui sont interconnectés par les transports humairegfet route » a
déja été observé chez des especes (Trombulak & Frissell 200&graik intéressant
d’identifier les individus concernés par ce fort taux d’appariemdongue distance pour
vérifier cette hypothése.

La structure de la populationldan Jaya semble plus complexe. D’une patrt, il a été observe
une faible diversité génétique par rapport aux autres sites. eeia s’expliquer par
I'isolement géographique du site d’étude. Irian Jaya est une ptamisdiée dans une matrice
environnementale principalement constituée de grandes foréts psmdiou n'est pas
originaire Rattus tanezumi-R3e rongeur est inféeodé aux milieux anthropiques et semble
voyager avec 'homme (cf. partie IV.I). Or le flux de transpdmumains permettant les
migrations de rongeurs entre ce site isolé et les milieux anthropiques@sa@st tres faible.
D’autre part, le faible taux de capture suppose que la population est de pkite tail

Il est donc possible que la population ait subit un goulot d’étrangleroest-a-dire une
réduction du nombre d’individus reproducteurs, qui aurait appauvrit la dévgésiiétique de

la population. Un tel phénomeéne peut étre provoqué par un événement contemyarain a
entrainé une forte mortalité dans la population d’origine, commexegnge un traitement
chimique aux AVK. Cependant, le fort taux d’homozygotie observé pedagbiroposer
I'hypothese d’un effet fondateur, caractérisé par l'introducti@ente d’une population de
faible effectif a partir d’'une seule population souche. Le fart dihomozygotie, résulterait
alors de la consanguinité de la population souche de petite taillde da population
immigrée.

Il serait intéressant d'utiliser des analyses complémestaiour vérifier cette hypothese, par
exemple avec I'étude des alléles rares, ou encore aveis#titih de I'indice « M » de Garza,
qui permet de reconstruire les histoires d’invasion en discrimieargoulots d’étranglement

contemporains ou passés (Garza & Williamson 2001).
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IV.3. RESISTANCE AU COUMATETRALYL

IV.3.1. SENSIBILITE AU COUMATETRALYL

La sensibilité aux pesticides varie selon les especes ebjrdations (Berrillet al 1994,
Bridges & Semilitsch 2000; Endelpo&dt al. 2007). L’identification précise des especes est
donc cruciale pour appréhender les phénoménes de résistances et déddsgratégies de
lutte efficaces. D’aprés nos résultats d’identification moléulpar la méthode barcoding
(Hebertet al. 2003), les deux populations expérimentées dans cette étude appartedagent a
especes différentes. Dans la plantation de Riau, ou aucun raf@idee utilisé depuis 2002,
tous les sujets expérimentaux étaient des rats des chamais Radtus tiomanicusune
espéece arboricole naturellement présente dans la péninsule emal@ist dans les iles de la
Sonde (cf. partie IV.1), qui a progressivement envahit les plansate palmiers a huile ou
elle est freguemment enregistrée (Wood & Fee 2003).

A l'inverse, la composition des espeéces était plus complexe datemtation de Bangka, qui
est intensément traitées aux anticoagulants depuis 1993. Cette popétaii constituée de
deux haplogroupes mitochondriaux correspondant au rat asiatique des nRetus
tanezumeet au rat oriental des maisdRattus R3sensu Pagest al. 2003). Ces haplogroupes
appartiennent au méme clade (Apdéihal. 2011) qui a été nommRattus tanezumi-R8ans
I'ensemble de la thése. Il a précédemment été discuté duistarain des especes étudiées
Rattus tanezunet Rattus R3Bien que ces entités different sur un plan mitochondrial, elles
ne sont pas distinguables sur un plan nucléaire (partie 1V.2.1.), ceuggére des bases
génétiques communes et une réponse aux anticoagulants sirfikings tanezumi-Raést
présent dans de nombreux habitat anthropiques et dans les foréts isespreta a
probablement été introduit en Indonésie (cf. partie 1V.1) (Agtial. 2011).

L’anticoagulant (AVK) utilisé a Bangka est le coumatétralyt anticoagulant de premiere
génération, qui a été préférentiellement choisi parmi les saut@écules pour son faible
risque d’intoxication secondaire pour les chouettes effraies, quiusitisées pour la lutte

biologique (Fisheet al. 2003). L'approche conventionnelle pour détecter les phénomenes de
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résistance aux anticoagulants est le test BCR (Blood CldRégponse), qui se base sur la
mesure d’'un temps de coagulation sanguine, le temps de prothrombineriREponse a
I'exposition aux anticoagulants. Les anticoagulants ayant un d&eiion, le temps de
coagulation est mesuré plusieurs heures apres I'exposition. Aingt-quatre heures apres
I'exposition, le temps de coagulation est significativement antgnehez un animal sensible
aux anticoagulants, alors qu'’il est relativement normal chez umahmésistant (Prescott &
Buckle 2000).

La plupart des rats expérimentés dans la plantation de Riauaitée faux anticoagulants, a
été fortement affectée par I'exposition expérimentale auX Abes valeurs élevées de PT
ont été obtenues pour environ 80% des animaux testés a la dose efficace der@&xgrg
qui a été déterminée chez une lignée de rats HRatwis norvegicusensibles aux AVK
(Prescott 2003). A cette méme dose, environ 20% des rats ont cepmatiaenhu un faible
PT, similaire au temps de coagulation basal enregistré pdarpmgiulation (31,5 secondes).
Cette variabilité individuelle de réponse aux AVK est courantenenéhez les lignées
sensibles de rats de laboratoire. Etant donné la forte proportion aleseSppositives au
coumatétralyl, les résultats obtenus suggérent que la dose efficace deldtigope Riau est
similaire a la dose efficace de référence;&R

Les faibles réponses enregistrées chez 20% des individus peuvesp@odre a des « faux-
positifs » dues a la méthode d’expérimentation (Relal. 2005). Néanmoins, elles peuvent
aussi caractériser une population mélangée avec des immignavisnant de villages
alentours régulierement traités, ou encore représenter des indiidtsriquement
sélectionnés par I'utilisation passée des anticoagulants dans la plantation d2Q086 a

Les réponses phénotypiques obtenues pour les rats de la plantation ngka,Ba
systématiqguement traitée au coumatétralyl étaient tré&ratities de celles de Riau. Dans la
plantation de Bangka, des concentrations importantes de coumai@ealy¥ x ED;orr) Ont

été nécessaires pour induire des valeurs de PT élevées (>75 seaBr@endant, méme a de
tres fortes doses (32 x B4Ry, quatre individus sur les cing testés ont maintenu des valeurs
de PT tres faibles (PT < 56 secondes).
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Les résultats expérimentaux montrent que les rongeurs étplaest sensibles aux
anticoagulants dans la plantation non traitée que dans la plantaiige.tDes phénotypes
sensibles ont été observés dans les deux plantations, mais la prog@s$i phénotypes
sensibles était plus importante dans la plantation non traitéex Bgpothéses peuvent
expliquer cette différence entre les rongeurs de la plantatidRiale et les rongeurs de la
plantation de Bangka.

La premiere hypothése suppose que la sensibilité au coumatdtralyftait étre une
conséquence directe de la pression de sélection effectuée paaittraents systématiques
aux AVK. Les phénotypes résistants constitueraient un avantageadalastation de Bangka
et la proportion de rats résistants augmenterait au détrimemdieidus sensibles. C’est un
phénomene classique de la sélection naturelle et de I'adaptatietiogeé, qui est observé
dans des populations évoluant dans un environnement soumis a des pressilastida.
Une étude récente a démontré qu’une utilisation systématique redivetele coumatétralyl
pendant une période de six ans, aurait conduit a la sélection destarrée aux AVK chez le
rat noir (Wanget al. 2008). Néanmoins, les phénotypes de résistance aux pesticides
souvent associés a des codts biologiques (i.e. diminution de la figtessht donc plutét
sélectionnés dans des conditions d’exposition aux pesticides (Cetsth@000). Ainsi, le
traitement intensif aux AVK dans la plantation de Bangka péraiiete maintien de hauts
degrés de résistance phénotypique dans la population de rongeursiefsé€, I'absence de
traitement aux AVK depuis de nombreuses années dans la plantaiRiaudaurait conduit a
la perte de phénotypes résistants dans la population de rongeursoir,cleg codts a la
résistance aux AVK chez les rongeurs n’ont pas été démontrégjliisraient été suggérés
par certaines études (Hermodsadral. 1969; Kohnret al. 2008; Partridge 1980).

La deuxiéme hypothése suppose que la différence de sensibilitév&urliservée entre les
deux sites pourrait étre expliquée par des différences intrirséniee les deux espéces

sont

Rattus tiomanicugt Rattus tanezumi/REn effet, la sensibilité aux pesticides varie selon les

genres (Watanabet al 2010) et les especes (Dowdiegal. 2010; Sroda & Cossu-Leguille

2011; Berrill et d. 1994), due aux différentes histoires évolutives ou aux différents
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déterminismes génétiques impliqués dans les phénoménes dencésata pesticides. Au
cours de son histoire évolutivRattus tanezumi/Rpourrait avoir développé une capacité
adaptative pour le mécanisme de résistance au coumatételglade aurait ainsi acquis des
mutations génétiques impliquant différentes conformations structugtlms fonctionnelles
des protéines impliquées dans les mécanismes de résistatieequé la cible moléculaire
des AVK ou les enzymes de détoxificatidRattus tanezumi/R@it généralement dans des
habitats anthropiques qui sont fortement soumis aux pressions deoséfeutiles AVK et
auraient historiguement conduit a une pré-sélection de mécanisnekrd@ce aux AVK.
Cette évolution adaptative aurait pour conséquence une sensibilité/&uplés faible chez
Rattus tanezumi/R8ue chez les autres espéces de rongeurs, t&afties tiomanicusCette
hypothese repose sur une différence de sensibilité interspéaifueRattus tanezumi/R&t
Rattus tiomanicuset suggére que les résultats observés ne dépendent pas éliecti@rs
contemporaine exercée par l'utilisation intensive d’AVK a Bangleant ces dix dernieres

années.

Les limites de cette étude expérimentale, dues au faible natalmgiets expérimentaux et au
manque d’informations concernant les niveaux de tolérance aux AVKocgsegspéces, ne
permettent pas de choisir entre les deux hypotheses. Cependgppthédse la plus
vraissemblable concerne la sélection contemporaine du phénomene agésigix AVK
dans la population dRattus tanezumi/R8e Bangka, suite a lintensité des traitements. Il
serait intéressant de capturer et d’étudier des individus sengibl ce clade dans la zone
traitée ainsi que des individus résistants dans la zone non aké&VK. Le croisement de
ces deux taxons en laboratoire permettrait d’étudier les nsfeeside résistance dans des
lignées aux différents degrés de sensibilité aux AVK. De epéinserait intéressant de

mesurer la capacité de résistance aux AVIRd#us tiomanicugn laboratoire.
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IV.3.2. IMPLICATIONS DE VKORC1 DANS LA SENSIBILITEAU
COUMATETRALYL

La protéine hépatigue VKORC1 est la cible moléculaire des A\é8s dérivés coumariniques
exercent un effet anticoagulant en inhibant la capacité de EipEFdfKORC1 de régénérer la
vitamine K réduite a partir de vitamine K époxyde (Suttie 1987 pdlgmorphisme du géne
vkorcl est connu pour moduler la réponse aux raticides et influencerl’affisacité des
méthodes de lutte contre les rongeurs (Grandemeingke 2009, Pelzt al. 2005). En effet,
les mutations SNP peuvent modifier la conformation du site actifidaotéine et ainsi
réduire son affinité pour les AVK (Lét al. 2010, Rishavyet al. 2010). Depuis 2004, le
screening du genekorcla été utilisé comme un outil de gestion contre les rongeurs pour
cartographier les mutations de résistance dans les paysefPalz2005, Rost et al. 2009,
Grandemanget al. 2010, Baertt al.2012). L'analyse des séquences du gémecldans la
population sensibleRattus tiomanicusde Riau et dans la population résistaRattus
tanezumi/R3le Bangka a permis d’identifier plusieurs mutations sileneeaemmunes aux
deux espéces (R12R, H68H, 11071, T137T) et deux mutations supplémentemRattus
tanezumi/R3(L15L et S103S). Les mutations silencieuses ne modifient pagrégsiétés
enzymatiques de la protéine VKORC1 et ne sont ainsi pas a teridg mécanisme de

résistance.

Cependant, deux mutations SNP provoquant une substitution d’acide aminé dateétées
chez Rattus tanezumi/R3/90L et A143V. Le remplacement d’'une isoleucine par une leucine
a la position 90 n'a pas montré de modification de I'activité de RK® in vitro et ne serait
ainsi pas responsable de mécanisme de résistanceetRbs2009). De plus, cette mutation
est également présente chez de nombreuses espécés gagiensM. musculusG. gallug

et serait une substitution d’'acide aminé fonctionnellement conseevaPar contre, le
remplacement d’'une alanine par une valine en position 143 augmenteitéabtsale de
VKORC1 apres expression de la protéine recombinante dans les cellules HEK 298 @Rost
2009). Cette mutation pourrait étre impliquée dans la résistancantioragulants. Elle est
associée avec une mutation silencieuse S103S de I'exon 3. Cependaap)agpe n’'est pas

présent chez tous les animaux au phénotype résistant et ne peytaaidre a elle seule
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I'origine de la faible sensibilité aux AVK observée chrattus tanezumi/R8 Bangka. Le
phénoméne de résistance observé dans cette population n’est doncé pas ul
polymorphisme du géne codant pour la cible des AVK, car aucune mutigiaifiée dans

vkorclne permet d’expliquer le phénoméne de résistance mesuré dans cette population.

Dans de nombreuses études, les polymorphismes de mutations ponctuekesciise sont
avérés responsables de phénotypes résistant dans des lignéagedesrenropéennéattus
norvegicus(Grandemanget al. 2009; Pelzet al 2005). Cependant, d’autres mécanismes
doivent étre étudiés chézattus tanezumi/R3Jne mutation fonctionnelle dans le promoteur
devkorcla été associée aux phénomenes de sensibilité a la warfseinéhomomme (Yuaret

al. 2005). De plus, la variabilité des génes codant pour les enzynpdigiuées dans le
métabolisme des xénobiotiques, comme les cytochromes P450 (CYP4b@hdeffortement
les doses efficaces de warfarine (Takewthal. 2009). De rares mutations dans les CYP450
peuvent affecter leur fonction enzymatique et la clairanca detfarine. Il a été mesuré une
augmentation de [I'hydroxylation de la warfarine par une surexpresses CYP3A2
(cytochrome P450 3A2) chez les rats ndrattus rattusrésistants a la warfarine au Japon
(Ishizuka et al. 2007). Les deux especes étudiees dans les plantations de palmiez a huil
indonésiennesRattus tiomanicuset Rattus tanezumi/R3sont phylogénétiguement plus
proches du rat noiRattus rattusque du rat brufRattus norvegicyset pourraient avoir ainsi
des mécanismes de résistance similaires au rat noimtfaisac intervenir une modification

du métabolisme des AVK.

Cette étude est la premiére a avoir démontré une tolérancelpgigpie aux AVK chez les
populations de rats invasives des plantations de palmiers a huile ensiedahdentification
de marqueurs moléculaires associés a ces phénotypes permteltraléveloppement d’'un
biomarqueur. Cet outil permettrait ainsi de prédire I'efficadéé anticoagulants utilisés pour
la gestion des rongeurs ravageurs, et ainsi d’adapterdgsgies de lutte pour maintenir une

population « sous contréle ».
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V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce présent travail a permis de mettre en évidence la prédent=ix espéces prédominantes
dans les plantations de palmiers a huile en Indonésie: le rathdesps malaisRattus
tiomanicuset le rat asiatigue des maisdRattus tanezumi-RZe dernier a une distribution
abondante. Il aurait été introduit par 'homme, et coloniseraiplastations a partir des

villages.

Sa distribution augmente en Malaisie (Wood & Fee 2003 ; Hafidza&&n 2001), ou il
semble envahir cet agro-écosystéme au dépend de I'espéceiqmaBRattus tiomanicus
Deux hypothéses permettraient d’expliquer ce phénomene. La premiépese une
compétition interspécifique importante dorRattus tanezumi-R3serait un meilleur
compétiteur. La seconde repose sur une hybridation potentielle dspsEes génétiquement
proches, et suggére gurattus tanezumi-R3erait un meilleur reproducteur. D’aprés les
connaissances taxonomiques actuelles (Aglial. 2011), la premiére hypothese est la plus

vraisemblable.

> L'élevage de ces especes en animalerie permettrait der tésur capacité
d’hybridation, et de confirmer ou infirmer la seconde hypothéseégetnment

évoquée.

Une troisieme hypothése suggere que ces especes répondent diffétednla pression de
lutte chimique aux AVK, et que cela influence leur patron deilligion géographique. Cela
expliquerait l'abondance deRattus tanezumi-R3par rapport a Rattus tiomanicus

potentiellement plus sensible aux AVK

> |l serait intéressant de tester I'effet des traitemants AVK sur I'abondance relative

des especes.
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La différenciation génétique entre les espéRatus tiomanicus, Rattus tanezuetiRattus
R3 est modérée. La taxonomie de ces espéces est cryptiqueudeaéhis en évidence des

croisements peu fertiles entre ces especes (Dhaliwal 1963).

> La réalisation de croisement entRattus tanezumet Rattus R3éclairerait leur

taxonomie.

Quelle que soit I'espece ou la caractéristique écologique martation, les populations sont
structurées selon un patron d’isolement par la distance. Ces popsilatnt spatialement
continues en palmeraies et semblent peu présentes en milieuglsiatimrganisation en
grandes populations continues caractériserait des populations péegsistifficiles a
eradiquer (Abdelkrinet al.2005a).

En outre, certaines especes endémiques provenant des habitatls patwent occuper la
plantation, comme par exemple le bandicoot a Irian Jaya. Celdeanégh été observé dans
les plantations de noix de coco en Indonésie (Waistl. 2010). Il est envisageable que la
restauration d’habitats naturels au sein des palmeraies poaugaiienter les interactions
biotiques (e.g. compétition, prédation) et constituer une barriecxalidpersion (Verest al.
2011). La gestion durable des plantations de palmiers a huile pésdtidn du paysage
semble constituer une stratégie de lutte intéressante g@pelstions de rongeurs (Fostdr
al. 2011, Fitzherbentt al.2008).

> |l serait intéressant de conduire des études en conditions natudelhss des
plantations hétérogenes, pour mesurer la dispersion des rongeursrs des/ patchs

d’habitats naturels.

Bien que suggéré (Wood & Liau 1978), le phénoméne de résistance aux’Avédit jamais
été démontré chez ces espeéeces.

La sélection de populations résistantes par les AVK avait t&guépectée chdattus losea
en Chine (Wangt al. 2008) et chez le campagnol terresiesicola terrestris schermaren

France (Veiret al. 2011). Toutefois, il n’est pas exclu que le fort degré de réasistabservé
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chez cette espece soit lié a une forte plasticité intrinsé&guéponse a I'exposition aux AVK.
Les analyses de génétique des populations couplées aux analyssistdace aux pesticides
suggerent qu’'une utilisation intensive d’AVK provoquerait un effondremennatabre
d’individus sensibles, et que les individus résiduels résistants refomateune nouvelle
population chezRattus tanezumi-R3Qu’il soit sélectionné par les AVK ou spontané, le
mécanisme de résistance étudié dRattus tanezumi-R3'est pas associé a une mutation de
la molécule cible VKORCL1. Ces résultats incitent fortemeooréinuer les recherches pour
déterminer I'origine de la résistance chez cette esp&uss [@ contexte actuel, déterminer un
marqueur génétigue de la résistance constitue un outil de gegtosssant pour attester le
statu d’'une population (le degré de tolérance aux AVK).

» Rattus tanezumi-R8st phylogénétiguement proche du rat ritattus rattusdont le
mécanisme de résistance aux AVK est principalement métabdlispieukaet al.
2007). L’étude des enzymes du métabolisme des xénobiotiques tels que les
cytochromes P450 permettrait certainement d’identifier 'oggdu mécanisme de

résistance aux AVK cheRattus tanezumi-R3

» Veérifier I'éxistence de populations deattus tiomanicusésistantes aux AVK, et de
populations deRattus tanezumi-R8ensibles aux AVK, permettrait de définir si la

résistance aux AVK est spontannée ou sélectionnée dans les palmeraies.

L’hypothése formulée sur I'éventuelle hybridation des espécédoprinantes dans les
palmeraies introduit le probléme de transmission de la aésistau sein de ces populations.
Un phénomene d’introgression du géene de résistance aux AVK pounsii€tie envisageé,

comme il a recemment été démontré chez la souris (@ai2011).

L’ensemble des résultats obtenus dans ce présent travail de dhggere d’adapter les

stratégies de gestion anti-rongeur en fonction de I'espéce concernée.
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- Rattus tanezumi-R8olonise tres probablement les plantations par l'intermédiaire de
I’'hnomme. En premier lieu, il est donc préconisé de limiter lessvdimtroduction deRattus
tanezumi-R3lans les plantations, par exemple en isolant les villages asitess de I'habitat
agricole. En second lieu, il est conseillé de limiter I'utiiza de raticide aux anticoagulants
AVK a des traitements de contrbles ponctuels et spatialefimaité. En effet, Rattus
tanezumi-R3st capable de développer un fort degré de résistance au coughai@grplus,

il est impossible de définir des unités d’éradication chez estiéce qui vit en populations
spatialement structurées par la distance dans les plantatiogstrditements étendus et
systématiques favoriseraient I'établissement de populationsmiemte résistantes aux
anticoagulants AVK, rendant leur contréle difficile. Enfin, la freemtation du paysage limite
la dispersion deRattus tanezumi-R3L utilisation du paysage, tel que I'élaboration de
corridors naturels au sein des plantations, semble une technique agppmarié limiter
I'expansion des populations invasives Rlattus tanezumi-R3limiter la propagation de la
résistance, et également favoriser la présence d’espédémiiques (tels que les prédateurs et

les compétiteurs naturels Battus tanezumi-R3

- Rattus tiomanicusemble coloniser les plantations depuis les habitats naturetsiskaen
place de corridors naturels ne permettrait donc pas de limiteingoduction. Cependant,
I'utilisation de prédateurs naturels tels que la chouette efeigble efficace pour contrdler
cette espece de plus petite taille. L'utilisation d’anticoagsl#@%K pour contrélerRattus
tiomanicusest déconseillée car cette technique favorise I'apparition @sitance aux AVK

dans ces populations spatiallement continues, ainsi que I'installatRattls tanezumi-R3

Les résultats présentés dans cette these incitent forteing@iursuivre les recherches
concernant le statut des especes (e.g. possibilité d’hybridai@god)spersion a travers le
paysage (e.g. existence de barrieres physiques), et I'odgira résistance aux AVK (e.g.
métabolique). Il est urgent de limiter 'expansionRigtus tanezumi-R8ont la gestion est
difficile (résistance aux pesticides). La gestion durable deggilons de palmier a huile dans

le Sud-Est asiatique représente un enjeu économique et ecologique crucial.
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Vi. ANNEXES

ANNEXE |I. LEGENDE DU JEU DE DONNEES GLOBCOVER ET BI OCLIM

Value Land Cover classes Value BioClim variable

1 [Tree Cover, broadleaved, evergreen BIO1 |Annual Mean Temperature

2 [Tree Cover, broadleaved, deciduous, BIO2 |Mean Diurnal Range (Mean of monthly (max
closed temp - min temp))

3 [Tree Cover, broadleaved, deciduous, BIO3 |Isothermality (BIO2/BIO7) (* 100)
open

4 ([Tree Cover, needle-leaved, evergreen BlIO4 [Temperature Seasonality (standard deviation

*100)

5 [Tree Cover, needle-leaved, deciduous BIO5 |Max Temperature of Warmest Month
Tree Cover, mixed leaf type BIO6 |Min Temperature of Coldest Month

7 [Tree Cover, regularly flooded, fresh BIO7 [Temperature Annual Range (BIO5-BIO6)
water

8 [Tree Cover, regularly flooded, saline BIO8 |Mean Temperature of Wettest Quarter
water

9 Mosaic: Tree Cover / Other natural BIO9 |[Mean Temperature of Driest Quarter
vegetation

10 |[Tree Cover, burnt BIO10 |[Mean Temperature of Warmest Quarter

11 |Shrub Cover, closed-open, evergreen BIO11 |[Mean Temperature of Coldest Quarter

12 [Shrub Cover, closed-open, deciduous BIO12 [Annual Precipitation

13 [Herbaceous Cover, closed-open BIO13 [Precipitation of Wettest Month

14 |Sparse herbaceous or sparse shrub BlO14 |Precipitation of Driest Month
cover

15 |Regularly flooded shrub and/or BIO15 |Precipitation Seasonality (Coefficient of
herbaceous cover Variation)

16 |[Cultivated and managed areas BIO16 [Precipitation of Wettest Quarter

17 |Mosaic: Cropland / Tree Cover / Other BIO17 |Precipitation of Driest Quarter
natural vegetation

18 [Mosaic: Cropland / Shrub and/or grass BIO18 [Precipitation of Warmest Quarter
cover

19 |Bare Areas BIO19 [Precipitation of Coldest Quarter

20 |Water Bodies

21 [Snow and Ice

22 |Artificial surfaces and associated areas

23 |No data
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ANNEXE II. STATISTIQUES DE BASES DES POPULATIONS DE RIAU,
BANGKA, ET IRIAN JAYA

Riau (n=179)
Loci Nombre Richesse | Gamme HWE Fréquence He Ho Fis
d’alleles allélique | de taille d'alleles
nuls
D10Rat20 20 13,932 89-129 0 0,11 | 090 | 0,68 | 0,24
Rr021 19 12,831 | 188-224 0 0,06 | 089 | 0,76 | 0,14
Rr114 40 21,000 | 321-377 0 0,06 | 095| 083 | 0,13
D18Rat75 16 11,176 100-214 0 0,17 0,87 0,54 0,37
D11Mgh5 21 14,065 | 221-259 | 0,027 0,03| 088 | 0,84 | 0,04
Rr068 15 12,159 94-136 | 0,204 0,01 089 | 0,88 | 0,01
D11Rat56 12 8,295 | 264-293 | 0,014 0,05 081 | 0,70| 0,13

Bangka (n=108)

Loci Nombre Richesse Gamme | HWE Fréquence He Ho Fis
d’alléles allélique de taille d'alleles nuls
D10Rat20 21 14,93 87-191 0,22 0,00 | 091 | 09 | -0,06
Rr021 19 12,53 182-234 0,32 0,02 | 089 | 0,87 0,02
Rr114 28 17,64 | 331-380 0,25 0,00 | 093 | 09 | -0,03
D18Rat75 15 11,19 | 100-196 0,00 0,04 | 087 | 0,80 0,08
D11Mgh5 22 14,06 | 226-260 0,00 0,19 | 0,86 | 0,50 0,42
Rr068 20 13,88 92-143 0,00 0,07 | 091 | 0,76 0,17
D11Rat56 17 12,30 | 271-300 0,00 0,23 | 0,89 | 0,46 0,48

Irian Jaya (n=89)

Loci Nombre Richesse Gamme | HWE Fréquence He Ho Fis
d’alleles allélique de taille d'alléles nuls
D10Rat20 12 8,54 | 95-161 0,03 0,03| 0,80 | 0,78 | 0,03
Rr021 14 9,91 | 182-225 0,23 0,03 | 082| 078 | 0,05
Rr114 18 12,30 | 340-390 0,00 0,07 | 088 | 0,74 | 0,16
D18Rat75 8 6,26 | 176-190 0,84 0,03| 0,73 | 0,69 | 0,06
D11Mgh5 7 5,54 | 227-251 0,00 0,09| 058 | 0,46 | 0,20
Rr068 10 7,80 | 96-142 0,00 004 | 081 072 0,12
D11Rat56 10 8,09 | 267-289 0,00 0,0 | 0,74 | 058 | 0,21

Annexe l. Estimations sur I'ensemble des échantillons. HWE, test exact d’"Hardy-Weinberg ; He, hétérozygotie
attendue ; Ho, hétérozygotie observée
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ANNEXE Ill. STRUCTURE GENETIQUE DE RIAU, BANGKA, ET IRIAN

JAYA

A. Riau
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Annexe Il. Probabilités postérieures [L(K) (£SD)] obtenues avec le logiciel STRUCTURE (a gauche) et corrigées AK

10

Deltak = mean{|L"(K)|} / sd({L{K))

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd{L{K)}

Deltak = mean{|L"(K)|} / sd{L{K))

L~

3 4 H 6 7 [] 9

avec la méthode Evanno (a droite) pour différents nombre de populations théoriques K [1-10].
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ABSTRACT

Rodent control is an important issue in human health and agriculture. Qil palm plantations are rapidly
expanding in Indonesia and this is having a major economic and ecological impact. Rodent control in oil palm
plantations is based principally on the use of anti-vitamin K (AVK), the main anticoagulant used being
coumatetralyl, a first-generation AVK.

We conducted a comparative study in two well established oil palm plantations in Indonesia: (1) one without
chemical control in Riau and (2) another with intensive coumatetralyl use on Bangka Island. Rat species were
identified by the molecular barcoding method. Susceptibility to coumatetralyl was then assessed within the
two populations and we screened for mutations in vkorc1, which encodes the molecular target of AVK.

Different species were found in the two areas: Rattus tiomanicus in Riau, and a mix of Rattus tanezumi and a
close relative one in Bangka. The rats in Riau were much more susceptible to coumatetralyl than those in
Bangka. This study is the first to demonstrate physiological tolerance to AVK in these species. vkorc1 displayed
low levels of polymorphism, and no SNP was associated with the high-tolerance phenotypes of Rattus tanezumi
clade, even those exposed to very high concentrations (32 x the effective dose of 0.36 mg.kg"l). The
biochemical basis of this tolerance remains unknown, but may involve the vkorcl promoter and/or cytochrome
P450 metabolism. We discuss our results and the selective role of anticoagulant use in the occurrence of
phenotypic tolerance.

ABBREVIATIONS: PT, prothrombin time; AVK, anti-vitamin K; VKOR, vitamin-K epoxide reductase ; VKORC1,
vitamin-K epoxide reductase subunit 1; SNP, single nucleotide polymorphism
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INTRODUCTION

Some rat species are well adapted to human environments and are major pests in anthropogenic habitats. In
cities and villages, these species constitute a threat to public health, because they carry many zoonotic
diseases, including hantaviruses, typhus and leptospirosis (Mills and Childs 1998; Ostfeld and Holt 2004;
Plyusnina et al. 2009). In agricultural areas, these rodents also spoil and destroy crops. They may cause major
damage to many crops, including wheat and corn, and losses may reach 5 to 10% in rice and oil palm crop
production in Asia (Singleton et al. 2005; Wood and Fee 2003). Panwar and coworkers (2008) considered the
role of rats in bamboo crops in the famine in India. Furthermore, the amounts of rice lost to rodents each year
could feed 240 million people for a year (Normile 2010; Singleton et al. 2003). These reports highlight the
serious impact of some rat species on the human environment, leading to their inclusion in the “100 of the
World’s worst invasive alien species” list of the UICN (http://www.issg.org/) and illustrating the importance of
controlling rodent populations worldwide. Anticoagulants, in the form of coumarin-based rodenticides, are
intensively used to control rat populations around the world.

Qil palm, Elaesis guineensis, is the most productive of the oleaginous plants. Since the 1970s, the area under oil
palm has rapidly expanded in South-East Asia (Carter et al. 2007; Corley and Tinker 2003). Almost 8 million
hectares are now dedicated to oil palm production in Indonesia, the global leader in oil palm production
(Ministry of Agriculture of Indonesia 2009 in Rist et al. 2010). The sustainability of the oil palm agroecosystem,
including its impact on ecology and the economy in particular, is a major concern in Indonesia.

Rodents are the main mammalian pests in oil palm plantations. Two rat species are commonly found in this
agricultural habitat: the Malaysian field rat Rattus tiomanicus and the cryptic Asian house rat Rattus R3 (sensu
Pages et al. 2010), referred to as Rattus rattus diardii by Wood and Fee (2003). Rattus R3 taxonomy remains
unclear, and this clade is considered to be closely related to the oriental house rat Rattus tanezumi (Pages et al.
2010). Notwithstanding, analysis of nuclear markers, e.g. microsatellites, cannot differentiate these two
entities (data not shown). In this present work, we considered Rattus R3 and Rattus tanezumi mix into a Rattus
tanezumi/R3 clade.

These species are good climbers (Aplin et al. 2003) and they feed directly on bunches of oil palm nuts. Another
species, the ricefield rat Rattus argentiventer, is occasionally found in immature plantations. Rats also feed on
the “heart” of immature palms and on weevil grubs, Elaeidobius kamernucius, an oil palm pollinator, which
develops in male flowers. These rodents are usually controlled by a strategy involving multiple approaches,
including chemical and biological (with the barn owl, Tyto alba) control. The most widely used biocide is
coumatetralyl, a first-generation warfarin derivative with anticoagulant properties that is less damaging than
other recent warfarin derivatives for owls (Walker et al. 2008). Although it has been reported that
coumatetralyl has a relatively long hepatic half-life, 55 days in rats (Fisher et al. 2003) and 15.8 days in mice
(Vandenbroucke et al. 2008), another study reported that coumatetralyl secondary poisoning is at low risk to
predatory and scavenging mammal and bird (O’Connor et al. 2003). In some cases, rat populations in oil palms
have been reported to be potentially resistant to rodenticides. Some observations have suggested that
resistance increased after eight years of warfarin use in Malaysia (Wood and Fee 2003). Investigations of the
evidence of resistance to anticoagulants in rodents and determination of the underlying mechanisms should
help to increase the efficiency of pest management. Most studies of the development of resistance to
rodenticides have focused on laboratory strains of rats and mice and on wild populations living among humans:
Rattus norvegicus, Rattus rattus and Mus musculus, in cities and farms (Pelz et al. 2005; Heiberg 2009). By
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contrast, little is currently known about resistance in agricultural systems (but see Huang et al. 2011; Vein et al.
2011), and only a small number of studies have concerned other rat species, such as Rattus losea (Wang et al.
2008).

AVK anticoagulants act in the liver, by inhibiting vitamin K epoxide reductase (VKOR) (Oldenburg et al. 2007,
Wallin and Hutson 2004). This enzyme is involved in the recycling of vitamin K 2,3-epoxide to generate vitamin
K hydroquinone, an essential cofactor for blood clotting factor maturation (Wu et al. 2011). This interruption of
the vitamin K cycle leads to inhibition of the post-translational y-carboxylation reaction of blood coagulation
factors, thereby limiting the chain reaction of the coagulation process. Finally, it causes the death of rodents
due to internal or external bleeding after the complete depletion of plasma vitamin K-dependent coagulation
factors (about 5 days after ingestion of the bait). Two molecular mechanisms modulating the susceptibility of
rats to anticoagulants have been identified: a metabolic mechanism involving cytochromes P450, and a
mechanism involving the molecular target of AVK, VKORC1. The role of cytochrome P450s in metabolic
detoxification processes is well established. In some resistant rat strains, modification of the expression of
hepatic cytochrome P450 leads to increases in both the metabolism and the clearance of anticoagulant
(Ishizuka et al. 2007). By contrast, mutations in the human Cyp2C9 gene limit the detoxification process,
thereby increasing susceptibility to warfarin (Gage et al. 2008). Moreover, single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in vkorc1 have been shown to modulate strongly the effect of anticoagulant in rats (Grandemange et al.
2009; Pelz et al. 2005). VKOR was first identified in 1974 (Zimmermann and Matschiner 1974), but the gene
encoding the target of anticoagulants, the VKOR subunit 1 (vkorc1), was not identified until 2004 (Li et al. 2004;
Rost et al. 2004). Since 2004, the vkorc1 gene has been used as a new genetic tool for anticoagulant resistance
screening in rat populations. In 2005, Pelz and coworkers analyzed the correlation between the various vkorc1
mutations and phenotypic resistance to anticoagulants in rats. Codons 128 and 139 in exon 3 of the vkorcl
gene were identified as “hotspots” of resistance mutations. Moreover, a causal link between the Y139F
mutation and resistance was subsequently demonstrated, by introducing this SNP into a susceptible strain of
Sprague-Dawley rats by the back-cross method (Grandemange et al. 2009). This work implicated vkorcl
polymorphism in the resistance phenotype. In vitro experiments showed that some SNPs significantly
modulated VKOR enzymatic activity (Rost et al. 2009). Several studies have mapped the various SNPs in wild
populations of the brown rat Rattus norvegicus in Europe and Asia (Grandemange et al. 2010; Pelz et al. 2005;
Rost et al. 2009).

We focus here on two populations of rats in Indonesian oil palm plantations. The first population was captured
at Bangka, which has been subjected to intensive coumatetralyl applications since 1991, whereas the other
population was captured at Riau, where coumatetralyl has not been applied for at least six years. We aimed (1)
to identify the species of rats present at the two sites by a molecular barcoding approach (Hebert et al. 2003),
(2) to study the effect of coumateralyl in each population of rats, by exposing rats to various amounts of this
anticoagulant, and (3) to analyze the vkorcl gene sequence with a view to identifying point mutations
potentially associated with a decrease in coumatetralyl susceptibility.

MATERIALS AND METHODS

1- Sampling
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All animals were caught by series of one-night trapping sessions using live traps and oil palm nuts as baits. The
same technique was use for each capture session: 10 rows of 10 traps (separated by 10 meters) with a distance
of 50 meters between each row. The tested animals were kept in individual cages during the 24 hours of
experimentation, with food (oil palm nuts) and water ad libitum. The rodents selected for the experiments
were adult rats caught in March and April 2009 in two well established oil palm plantations in Indonesia (Fig.1).
Fifty rats were caught in a plantation in Riau, on Sumatra, which had not been treated with pesticides for at
least six years Seventy-eight rats came from a plantation in Bangka, an island located close to the east coast of
Sumatra that has been heavily treated with coumatetralyl, a first-generation warfarin derivative since seven
years. Depending on the year, the use of coumatetralyl-based rodenticides in Bangka vary from 1 to 2 kg/ha.
The rodenticides used are wax-bound cubes formulated with coumatetralyl (1.125 parts per million). One bait
per palm is used when rodent’s damages excess 5% on the crops. Baits are replaced every 3 days until
acceptance reach 20%. The two years before the study, no other pesticides were used in the study sites (e.g.
fungicides, insecticides). The sampling site in Bangka was a 16-year-old plantation of 5000 hectares, located in
Bangka-BELITUNG province (E: 104°50' - 109°30'; S: 0°50' - 4°10'). The natural habitat at this site is mostly
uncommon types of lowland forest, described as a heath forest or padang vegetation, growing on extremely
nutrient-poor sandy soil (Whitten et al. 2000). The sampling site at Riau is a 23-year-old plantation of 5000
hectares, located in northern part of the island of Sumatra (E: 100°54’ - 102°10’; N: 01°16’ - 0°20’).

2- Rat species identification

Rat species were identified using morphology criteria (Aplin et al. 2003). To avoid misidentifications, some
animals were identified using a DNA barcoding approach based on an analysis of variations in the
mitochondrial cytochrome oxidase 1 (CO1) gene (Hebert et al. 2003). All rats were rapidly and humanely killed
after physiological experiments (see further) and a piece of the tail was collected and stored in 70% ethanol for
further genetic analyses. DNA was extracted from tissues samples with the DirectPCRLysis Reagent (Viagen). A
polymerase chain reaction (PCR) was performed with the following primers: BatL5310 (5’-
ACTTCTGGGTGTCCAAAGAATCA-3’) and R6036R (5-CCTACTCRGCCATTTTACCTATG-3’). Thermal cycling
parameters were as follows: 4 min at 94°C, followed by 40 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 48°C and 1 min at 72°C
and then a final extension period of 10 min at 72°C. Amplicons were verified by electrophoresis in a 1.5%
agarose gel stained with ethidium bromide and sequencing (Eurofins MWG/Operon). Species were identified
with the barcoding tool RodentSEA, recently developed for South-East Asian rodents, which is freely available
from http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsea (Chaval et al. 2010). We identify 19 rats from Riau
and 36 rats from Bangka to species level by this approach.

3- Phenotypic susceptibility to coumatetralyl

The 128 wild rats trapped in the two sampling areas were subjected to physiological experiments to determine
their phenotypic coumatetralyl susceptibility in a blood clotting response test (Prescott and Buckle 2000). After
trapping animals were kept 24 hours in individual cages and fed with oil palm nuts and water ad libitum.
Treatments of all animals were performed and approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
of Vetagro Sup, Lyon University.
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We injected various doses of coumatetralyl into the rats via the intraperitoneal way, which has been shown to
be as effective as oral application (Pelz et al. 2005). The effective dose (EDsy) is defined as the AVK
concentration required to obtain a positive response in at least 50% of the population exposed to the product.
We used as a reference the EDsgr,, the effective dose for susceptible strains of Rattus norvegicus (EDsp= 0.36
mg.kg™ for males and EDsp= 0.44 mg.kg™ for females) (Prescott 2003). The rats were assigned to various
experimental groups (n 24) treated with different concentrations of coumatetralyl: from 0 x EDsgr,to 32 x
EDsorn. Series of dilutions of coumatetralyl (Sigma-Aldrich) were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-
Aldrich). The control group received physiological saline solution, for determination of the basal blood clotting
time of the species. Twenty-four hours after injection, we anesthetized the rats with isoflurane (Forene®, Abbot
Laboratory, France) and collected blood by intracardiac puncture. A drop of blood was immediately transferred
into a citrate-treated IDEXX Coag Dx™ cartridge for the determination of prothrombin time by the Coag Dx™
device. This apparatus measured prothrombin time, saturating at 100 seconds. The blood clotting times
recorded after the intraperitoneal injection of various concentrations of coumatetralyl reflect the susceptibility
of rats to this anticoagulant. After blood sampling, the death of each animal was rapidly produced by
dislocation

4- vkorcl amplification and sequencing

We analyzed the vkorcl genes of 30 rats — 13 from Riau, Sumatra, and 17 from Bangka — selected on the basis
of their phenotypic response to coumatetralyl. The complete vkorc1 gene (exons 1, 2, 3) was analyzed for 16
individuals (eight from each site), whereas only exon 3 was analyzed in the remaining rats. DNA was extracted
from tissue samples with the Macherey-Nagel Nucleospin® Tissue kit (Hoerdt, France). Polymerase chain
reaction (PCR) was carried out as described by Grandemange et al. 2010. A 2209 base pair (bp) amplicon was
obtained for the complete vkorcl gene and a 203 bp amplicon was obtained for exon 3, without the 3’
untranslated region (3’UTR). Before sequencing (Biofidal, Vaulx-en-Velin, France), all amplicons were checked
by electrophoresis in a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide, and stored at + 4°C. The sequences
obtained were aligned with the consensus Rattus norvegicus vkorcl gene sequence (ENSRNOT00000026347)
from the Ensembl database (http://www.ensembl.org), and mutations were detected with the BioEdit
Sequence Alignment Editor (Hall 1999) (version 7.0.9.0). The sequences were corrected by manual inspection
and complete gene sequences were constructed with Seaview 4.2.12 software (Gouy et al. 2010). vkorcl
haplotypes were deposited in GenBank (JN129977-JN129984g. investigated the effect of single nucleotide
polymorphisms, by also comparing the vkorcl sequences with those of other species of Rattus in the GenBank
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)Rattus losea from China (EF028346.1) and Rattus rattus alexandrinus
from Uganda (HM181983.1).

RESULTS

1- Species identification

All wild rats originally from the Riau region were identified as Rattus tiomanicus, a species commonly found in
oil palm plantations in Asia. The rats captured in the Bangka region were identified as Rattus tanezumi/R3 clade
as defined in the introduction. Analysis of the mitochondrial CO1 gene confirmed these results for all the rats
genotyped (n=19 rats from Riau, n=36 rats from Bangka).
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2- Phenotypic resistance to coumatetralyl

In Riau, the untreated area, median basal prothrombin time (PT), without coumatetralyl injection, was 31.5
[21-38] seconds, with low response variability between animals (Fig.2a). The intraperitoneal injection of
increasing amounts of coumatetralyl increased the median intragroup PT (mgs= 57; mgss= 84.5; m;=92,
m,=100). Coumatetralyl also affected intragroup variability. An injection of 1 x EDsg, coumatetralyl greatly
increased the PT in more than half (15 of 19) of the animals tested, resulting in very high values (>75 seconds).
However, four of the 19 rats in this group maintained very low PTs, close to basal levels, and did not seem to be
affected by the AVK. Following injections of this concentration of the anticoagulant, about half of the
treated animals presented an increased in PT, while after treatment with 2 x EDspz, coumatetralyl, the subjects
(n=4) had a PT of 100 seconds. Therefore, the EDs, for Rattus tiomanicus appeared to be almost identical to the
EDsor, Obtained for Rattus norvegicus.

In Bangka, the systematically treated area, the median basal PT recorded was 29 [24-38] seconds (Fig.2b). The
median intragroup PT increased with increasing coumatetralyl concentration. However, this increase was less
marked than in the Riau population. The injection of 1 x EDsor, coumatetralyl had a small effect on group
response slightly increasing prothrombin time (median; = 40 seconds). Following the administration of doses of
more than 4 x EDsgg,, very high PT values were observed in some individuals, but only a moderate change in
median intragroup PT was observed [50-72.5], even after treatment with 32 x ED50k,,.

Comparison of the two areas

Basal PT was similar in the Rattus tiomanicus population in Riau and the Rattus tanezumi/R3 clade population
in Bangka (nonparametric Wilcoxon test, ns: p =0.62), but the effect of the injection of 1 x ED5gr, coumatetralyl
was significantly different in the two populations (nonparametric Wilcoxon test, ***: p < 0.001). Overall, the
Rattus tanezumi/R3 clade population was less affected by coumatetralyl than the Rattus tiomanicus
population.

3- vkorcl genetic polymorphism

vkorc1 sequences were aligned with the consensus sequence of an AVK-susceptible strain of Rattus norvegicus.
We first analyzed exon 3, a hotspot for mutations inducing AVK resistance. Two silent mutations, 11071 and
T137T, are common to rats from Riau and Bangka. Another two mutations were found to be specific to rats
from Bangka: the replacement of alanine-143 by a valine residue in 53% of the rats genotyped in Bangka (44%
were homozygous and 56% were heterozygous); and the silent Serine-103-Serine mutation, which seemed to
be associated with the A143V mutation (Table 1). A comparison of PT values and mutations revealed no other
clear association, as the A143V genotypes, whether homozygous or heterozygous, had PT values that were
neither higher nor lower than those for the wild haplotype.

The complete sequence of the vkorcl gene obtained from eight rats in the two study areas presented other
SNPs in exons 1 and 2 (Table 2). Most were silent, such as R12R, H68H, 11071, T137T. The R12R mutation also
occurs in Rattus rattus alexandrinus in Africa (Uganda, Diaz et al. 2010), but L15L is found only in Rattus
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tanezumi/R3 clade in the Bangka region. Nevertheless, we also found an amino-acid substitution, 190L,
encoded by exon 2, in all species. This mutation, also present in many other species, such as Rattus losea,
Rattus rattus alexandrinus, Mus musculus and Homo sapiens, was studied by Rost and coworkers (2009) and is
most probably an ancestral mutation.

Levels of vkorcl polymorphism are low in the two species studied, and no SNPs were identified as associated
with susceptibility to coumatetralyl.

DISCUSSION

Rat species in oil palm plantations

Susceptibility to pesticide varied within and beénespecies (Berrikkt al. 1994; Bridges and Semilitsch 2000;
Endelpolset al. 2007). The precise identification of the targestpspecies, in context, is therefore important for
the development of efficient control strategiesmB8oauthors have highlighted the lack of confideite
morphology-based methods and have stressed thenele of DNA-based barcoding methods for avoidhe t
misidentification ofRattusspecies in South-East Asia (Robétsal 2007; Pagést al.2010). It has been pointed
out that “Many Rattus species are difficult to distinguish morphologigallby both specialists and
nonspecialists” (Robinst al. 2007) and caution is therefore required when preting previously reported data
for Rattusin South-East Asia. Our molecular barcoding residisthe COI gene (Hebeet al 2003) revealed
that the rat species found in oil palm plantatimese different in the two sites studied.

In the oil palm plantation of Riau, on Sumatra, mheo rodenticide has been used since 2002, altatse
collected were identified as Malaysian field fagttus tiomanicusThis arboreal species maturally present in
the Malay Peninsula and the surrounding Sunda $$lalids (including southern Thailand, Borneo, Jand
Sumatra), where it originally lived on the edgahs scrub and in secondary forest, but has sinaeedhimto oil
palm plantations (Bucklet al. 1997; Aplinet al 2003). This species has also frequently beenrdedoin oil
palm plantations in Malaysia (Wood and Fee 2003).

By contrast, species composition appears to be roomplex in the other sampling area. In the oilnpal
plantation of Bangka, to the South-East of Sumattsich has been subject to high chemical pressureat
control since 1993, we identified two mitochondfiNA haplogroups: the Asian house Ra&ttus R3(sensu
Pagéset al 2010)and the oriental house r&attus tanezumiThe Rattus R3taxon is considered to be a
generalist living in close contact with humans, aras probably introduced into various parts of ltidonesian
archipelago by human trade activiti®attus tanezunis found in various anthropogenic habitats, bottoimns
and crops, and on the edge of secondary foresh @aetic entities occur in the Sunda Shelf Islamaduding
both Sumatra and Bangka, and our data indicatettlegtare sympatric on Bangka. Previous studieg laso
reported this to be the case: “(...) the island pajohs of the Sunda Shelf contain a complex admexéd both
major haplotype groups (...)" (Wilson and Reeder 20@®me authors considBattus diardii(i.e. Rattus R}
to be synonymous withattus tanezum{Musser and Carlton 2005). However, it has beermesl that nuclear
markers, e.g. microsatellites, cannot differentiiese two groups (data not shown). The sharingpofmons
alleles shows may be due to current gene flow oartcestral polymorphism. Nonetheless, individuaith w
similar nuclear genetic material are expected &paad similarly to same environmental context, sash
pesticide pressure. In this study, we consiRattus tanezumi/R8lade including bottRattus R3and Rattus
tanezumi
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Susceptibility to coumatetralyl

The rodenticide used in Bangka is coumatetralfits&generation anticoagulant rodenticide (FGARRjch has
been preferred over other molecules because of theelatively little risk of first and secondgwgisoning of
the barn owls used for biological control (Fistetr al 2004). The conventional phenotypic approach to
resistance detection is the blood clotting respans¢hod (BCR), based on the measurement of protiirom
time (PT) in response to anticoagulant exposureenty¥four hours after exposure to AVK, PT increases
significantly in animals susceptible to this mollecuBy contrast, only a slight change in PT is obsé in
resistant animals (Prescott and Buckle 2000).

Most of the rats in the untreated area, in Riaugevetrongly affected by experimental exposure tadkAVery
high PT values were obtained for about 80% of thienals tested with the doses corresponding to fleeteve
dose (ERgr) determined for susceptible laboratory strainsRattus norvegicugPrescott 2003). However,
about 20% of the rats had low PT values, similath® basal blood clotting time measured in Riau.§31
seconds) after exposure to the sgd3 This variability in response to AVK is common,eevin susceptible
laboratory strains of rats, and we assume thahitite proportion of positive responses to thesggbdemonstrate
that this dose is also effective in the populatiested in Riau. We acknowledge that these resaliklalso be
interpreted as indicating that the rat populat®@dtually an admixture of individuals with diffetedegrees of
susceptibility to coumatetralyl, due to the immigya of individuals from the regularly treated aifjes close to
the plantations or past use of anticoagulant irptaatation, from 1986 to 2002.

The results obtained for the rats of Bangka isharde very different from those for the rats of RiauBangka,
high levels of exposure to coumatetralyl (24 x EDsory) were required to induce high PT values (>75
seconds). However, even at very high exposuresx(BDsor,), Some rats continued to display very low PT
values: four of the five treated rats had a PT eabd less than 56 seconds. Thus, rats were mucte mor
susceptible to anticoagulant in the untreated ptamt than in the treated plantation. Susceptiliienptypes
were found in both the treated and untreated piiants, but the proportion of susceptible phenotywas much
higher in the untreated plantation than in thet&@alantation. There are two possible reasonthiodifference

in susceptibility between the rats of the Riau Badgka plantations.

Firstly, susceptibility to anticoagulant may be edity related to the selective pressure exertedARK
treatments. Resistant phenotypes would confer arardalge in the AVK-treated area and their relative
abundance would thus be expected to increase $e teas, at the expense of susceptible phenofifissis a
classical expectation of the natural selection gektic adaptation of populations in a selectivarenment. A
recent study showed that the almost systematiacgpioin of high levels of coumatetralyl over a pelriof six
years may have led to the selection of resistangats (Wanget al 2008). Nevertheless, pesticide resistance
phenotypes are often associated with a fithess (eodecrease in fitness) and are therefore selentestly in
conditions of pesticide exposure (Cousttual 2000). Thus, the intensive AVK treatment on Bamd&land
probably maintains high levels of phenotypic resist in the rat population. Conversely, in the Riluntation,
the absence of AVK treatment for a number of yeaay have resulted in the loss of resistant phermstyp the
rat population. It has not yet clearly been essdigld that AVK resistance in rodents entails a $igneost,
although some reports have suggested that thirisase (Hermodsaet al 1969; Kohnet al 2008; Partridge
1980).

Alternatively, there may be intrinsic differences susceptibility between the speci€attus tiomanicusand
Rattus tanezumi/R8lade. Pesticide susceptibility has been shownatty between genera (Watanabeal
2010) and species (Dowdirgg al 2010; Sroda and Cossu-Leguille 2011; Bedtlal 1994), due to differences
in evolutionary history or differences in genetichitecture with respect to pesticide resistanceriny its
evolutionary history,Rattus tanezumi/R8lade may have developed a capacity for adaptigésteace to
coumatetralyl.Rattus tanezumi/R8lade may have acquired mutations resulting inediffit structural and/or
functional conformations and activities of the pios involved in the resistance mechanism, suclthas
molecular target of AVK or detoxification enzymeEBhis species generally lives in anthropogenic laabit
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systematically subject to AVK selection pressumd #his may have led to a historical preselectibi\\gK
tolerance. This specific pattern of evolution Rattus tanezumi/R8lade may have resulted in a lower
susceptibility than in otheRattusspecies, such d@attus tiomanicug particular. This hypothesis supports the
notion that Rattus tanezumi/R8lade was simply originally less susceptible to matetralyl thanRattus
tiomanicusand that this difference in susceptibility is modirect consequence of the selection pressuredudu
by anticoagulant treatment on Bangka over thell@stears.

Given the limitations of our approach — the smaitmber of individuals studied and the absence ofipus
information on AVK tolerance status — we cannotnfailly distinguish between these two hypotheses.
However, the most parsimonious hypothesis woulthkeselection of resistance mechanisms in the ptipal

of Rattus tanezumi/R8lade on Bangka. It would be interesting to obtaid to study susceptiblRattus
tanezumi/R&lade in the treated area or resistRattus tanezumi/R8ade in the untreated area. The crossing of
these two taxa in the laboratory would make it fideso investigate resistance mechanism in suddepdnd
less susceptible strains, as a reference. In addjiopulation genetics studies would provide imfation about
the patterns of colonization of oil palm plantadoy the various species as a function of AVK expegsee
Belfiore and Anderson 2001).

Involvement of vkorc1 in susceptibility to coumatetralyl

VKORC1 is the hepatic molecular target of AVK. Caanin derivatives exert their anticoagulant effeloys
preventing the ability of VKORC1 protein to regester reduced vitamin K from its epoxide form (Suft@87).
Vkorcl genetic polymorphism has been shown to mediaterdbponse to rodenticide and to modulate the
efficacy of rodent population control (Grandemamgeal. 2009, Pelzt al. 2005). SNPs can modulate the active
site of the protein, reducing its affinity for AVKLi et al 2010, Rishaviet al 2010). Since 2004, theékorcl
gene has been used as a genetic screening tocbdiotrywide investigations of resistance (Peizal 2005,
Rostet al. 2009, Grandemanget al. 2010). We analyzed theékorcl sequences of both susceptible and less
susceptible rats of thRattus tanezumi/R8lade in Bangka and dRattus tiomanicusn Riau. We identified
several silent mutations in both species (R12R,H{88071, T137T) and two silent mutations presesiely in
Rattus tanezumi/R8lade (L15L and S103S). Silent mutations do nogcifthe properties of the VKORC1
protein and therefore cannot be responsible fosterge. However, two amino-acid substitutions welis®o
found inRattus tanezumi/R8ade: 190L and A143V. The replacement of isoleaed® by a leucine residue has
no effect on VKOR activityin vitro, and is found in many species in individuals vattwild-type phenotype
(E.G.H. SAPIENS, M.MUSCULUS, G. GALLUP THIS MUTATION COULD BEelated to a functionally
conservative amino-acid substitution (Restal. 2009). However, the replacement of alanine-143ahxaline
residue might be involved in anticoagulant resistaifRostet al 2009), increasing the basal activity of
VKORCI1 protein after recombinant expression in HEI3 cells. This genotype is linked to the silentation
S103S in exon 3. However, this haplotype is nosg@me in all the resistant animals of Bangka, anthot
account for the low susceptibility observed Rattus tanezumi/R8lade. We identified no SNPs iwkorcl
associated with the phenotypic resistance obseiMedts, the phenomenon observed in Bangka doesenolt r
from polymorphism of the gene encoding the molectagget of AVK.

In many studiesykorcl single nucleotide polymorphisms have been showmbeoresponsible for resistant
phenotypes in European strainsRdittus norvegicug¢Grandemanget al 2009; Pelzet al 2005). However,
other possible explanations fBattus tanezumi/R8lade phenotypes remain to be explored. A new fonat
mutation in thevkorclpromoter in humans has recently been associatibdwairfarin susceptibility (Yuast al
2005). Variation of the genes encoding enzymes lveeb in drug metabolism, such as cytochrome P450
(CYP450), greatly influences effective warfarin des(Takeuchiet al. 2009). Rare missense mutations in
cytochrome P450 may affect enzyme function andavarfclearance. Moreover, a higher CYP3A2 (cytoofeo
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P450 3A2) expression in warfarin resistant ratsdases the hydroxylation of warfarin Rattus rattusn Japan
(Ishizuka et al. 2007). The two species studied Rattus tiomanicugand Rattus tanezumi/R8lade — are
phylogenetically closer t&. rattusthanR. norvegicusand may therefore have developed the same resstanc
mechanism to AVK

This study is the first to demonstrate physiologtoterance to AVK inRattusin oil palm plantations. Identify
molecular markers associated with this phenotypeldcdbe used as a biomarker for predicting effective
anticoagulant use for the control of pest rodemytations to ensure the maintenance of “non-pdattis for the
populations concerned.

Conclusion

We demonstrated strong resistance to chronic AVBosure inRattus tanezumi/R8lade a close relative of
black raf in oil palm habitats. The low level of coumategtadusceptibility measured iRattus tanezumi/R3
clade in Bangka may result from the selection a@fistance under intensive exposure to this xenabioti
intrinsically high levels of plasticity in response AVK exposure. The first of these hypothesethiss most
likely. According to this hypothesis, the systematse of AVK may select individuals geneticallyistasnt to
the xenobiotic, leading to the establishment ofsistant population, as suspected Rattus losean China
(Wanget al. 2008) and water volegrvicola terrestris schermarnn France (Veiret al. 2011). The mechanism
underlying this resistance, whether selected by AWK spontaneous, cannot be explained by a chantiesi
sequence of the target protein, VKORC1. Other t@st® mechanisms, such as metabolic resistance in
particular, remain to be studied. Further invesiige might identify SNPs involved in this resistarprocess, in
the gene encoding cytochrome P450 for example, pinogiding tools for the integrated managementadf r
populations based on tolerance status.
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Figures

Fig. 1 Geographic locations of the sites at which the two wild rat populations were sampled, Riau and Bangka, in
Indonesia.
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Fig. 2 Prothrombin time measured 24 h after the intraperitoneal injection of a coumatetralyl dose in adult rats
(groups of n >4).
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e represents the response recorded for each animal, and the lines link the medians. Multiple points are plotted
as ‘sunflowers’ in R software, with each ‘petal’ representing one of the points superimposed. A logarithmic
scale is used on the x-axis, to facilitate comparison of the Rattus tiomanicus population in the untreated area
(a) and the Rattus tanezumi/R3 clade population in the area highly exposed to anticoagulant (b). The basal PT
was similar at both sites (no significant difference, Wilcoxon P=0.62). PT increased with increasing
coumatetralyl concentration, as did the variability, of each group in (a) and (b). Exposure to 1 x 0.36 mg.kg'1
AVK had a significantly different effect in the two areas (Wilcoxon *** P<0.001). The median PT recorded in (a)
increased rapidly with AVK concentration, whereas that recorded in (b) remained low, even at a dose of 32 x

0.36 mg.kg"1 coumatetralyl.
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Concentration of Coumatetralyl

ini Prothrombin time Amino acid
coumatetralyl injected susceptibility o Silent mutations
(seconds) substitutions

(X x0.36mg/kg) phenotype

a
0.75 93 N ] ]
0.75 45 i ) ]
1 100 + i )
1 100 + i )
1 100 + i )
1 100 + i )
1 100 + i )
1 92 + i )
1 75 + i )
1 46 N i )
1 45 - i )
1 30 - i )
2 100 + i )
b
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1 55 - A143V* S103s*
1 38 - Al143V $103S
1 38 - - -

4 100 + - -

6 100 + A143V $103S
6 100 + - -

6 45 - A143V* S103s*
8 48 - - -

8 36 - Al143V $103S
16 91 + Al143Vv* -

16 56 - - -

16 48 - - -
32 100 + - -
32 56 - - -
32 50 - A143v* $103S
32 47 - A143v* $103s*
32 45 - Al143V $103S
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Table 1 Dose-response data for coumatetralyl and vkorcl exon 3 mutations in Rattus tiomanicus (n=13) from
Riau (a) and Rattus tanezumi/R3 clade (n=17) from Bangka (b).

+ Animals susceptible to the dose injected (i.e. high PT>75 s)
- Animals resistant to the dose injected (i.e. low PT<75 s)

* Animals heterozygous for mutations
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Rattus tiomanicus | Rattus tanezumi/R3 Rattus losea Rattus rattus
clade (Wang 2008) alexandrinus
(Diaz 2010)
R12R R12R R12R
Exon 1 vkorcl
L15L
190L 190L 190L 190L
Exon 2 vkorcl
H68H H68H
$103S (53%)
11071 11071
Exon 3 vkorcl
T137T T137T
A143V (53%)

Table 2 vkorc1 SNPs in Rattus tiomanicus, Rattus tanezumi/R3 clade and other Rattus species. Comparison with
the consensus sequence of Rattus norvegicus (ENSRNOT00000026347). Amino-acid substitutions are shown in

bold; the other mutations are silent (not shown in bold).
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