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Les populations invasives de rongeurs en milieu agricole: une étude menée dans des 
cultures de grande échelle, les plantations de palmiers à huile en Indonésie. 
- approche paysagère, génétique et écotoxicologique - 
 
Résumé. Les perturbations environnementales d’origine anthropique favorisent l’établissement de 
populations invasives. La gestion de ces populations est primordiale pour la santé publique (zoonose, 
famine), l’environnent (perte de biodiversité), et l’économie (dégâts). L’objectif de cette thèse 
pluridisciplinaire, menée en conditions naturelles, est d’améliorer les connaissances sur les 
populations invasives de rongeurs dans des paysages agricoles à grande échelle et d’appréhender les 
mécanismes d’adaptation qui favorisent une réponse positive aux pressions anthropiques. Les résultats 
montrent que (1) le rat endémique Rattus tiomanicus, dont la présence est associée à la typologie de 
l’habitat naturel, et le rat introduit Rattus tanezumi-R3, dont la présence est associée aux activités 
humaines, constituent les populations invasives des plantations de palmier à huile en Indonésie; (2) 
leur distribution géographique clinale est probablement contemporaine à l’anthropisation des 
milieux, et suppose une compétition inter-spécifique; (3) ces grandes populations sont spatialement 
continues avec un flux génique limité par la distance géographique (caractérisées par un patron 
d’isolement par la distance) et potentiellement influencé par les transports routiers; (4) R. tanezumi-R3 
possède une forte résistance physiologique aux raticides AVK, dont l’origine n’est pas associée à une  
mutation génétique de la molécule cible mais probablement liée aux enzymes du métabolisme. Ces 
travaux soulignent des stratégies d’adaptations comportementales et physiologiques des populations 
invasives de rongeurs en milieux agricoles et procurent des bases pour l’élaboration de stratégies de 
lutte adaptée. 
 
Mots clés : rat, Rattus tanezumi, Rattus tiomanicus, palmier à huile, barcoding, microsatellites, 
structure génétique, distribution, résistance aux pesticides, AVK, VKORC1 
 
Invasive populations of rodents in agricultural landscape: a study in crops at large-scale, the oil 
palm plantations in Indonesia - landscape, genetic and ecotoxicological approaches – 
 
Summary: Anthropogenic activities modulate landscape and promote the establishment of invasive 
populations. Management of these populations represents a major issue for public health (zoonotic 
disease, famine), environment (biodiversity loss) and economy (damages). This multidisciplinary 
thesis has been conducted in natural conditions on populations of rodents infesting agricultural 
landscapes at large scale. This work aims to understand biological mechanisms that promote 
adaptations to anthropogenic pressures. The results suggest that (1) two species may infest oil palm 
plantations in Indonesia: an endemic rat Rattus tiomanicus - which presence is associated with natural 
habitat typology - and an introduced rats Rattus tanezumi-R3 - which occur in association with the 
Human Footprint- ; (2) clinal geographic distribution of these species is probably due to both 
phylogeography and contemporary human activities, and suggest interspecific competition; (3) genetic 
isolation by distance patterns among these populations, and restricted gene flow potentially influenced 
by road transport; (4) R. tanezumi-R3 developed a strong physiological resistance to coumatetralyl 
under AVK exposure. This resistance is not associated with a genetic mutation of the target molecule, 
and may relate to metabolic enzymes. This work highlights behavioral and physiological adaptations 
of invasive populations of rodents in agricultural landscape, and thus provides scientific basis for 
integrated pest management. 
 
Key words: rat, Rattus tanezumi, Rattus tiomanicus, oil palm, barcoding, microsatellites, spatial 
genetic structure, distribution, pesticide resistance, AVK, VKORC1  
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« Je n’ai encore aucune donnée. Et bâtir une théori e avant d’avoir des 
données est une erreur monumentale : insensiblement  on se met à 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 Bohême »   
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I. INTRODUCTION 

 

I.1. CONTEXTE GENERAL 

I.1.1. INVASION ET ERADICATION BIOLOGIQUE 
 

Les perturbations environnementales, telles que les activités humaines, peuvent modifier le 

fonctionnement des écosystèmes et la structure du paysage (Tylianakis et al. 2008). Certaines 

espèces possèdent et développent des mécanismes d’adaptation leur permettant de répondre 

positivement à ces modifications. Elles constituent dans certains cas des populations 

invasives. 

Les invasions biologiques sont des processus qui aboutissent à la dominance biogéographique 

et/ou démographique d’une espèce souvent exogène (Colautti & MacIsaac 2004). Ces 

processus sont renforcés par les activités anthropiques, notamment par les importants flux de 

transports industriels qui ouvrent des voies d’invasions rapides. Les conséquences de ces 

processus sont souvent néfastes. Les invasions biologiques peuvent par exemple provoquer 

l’extinction d’espèces endémiques (Harris 2009), l’émergence de zoonoses (Mills & Childs 

1998), ou engendrer des pertes économiques et alimentaires importantes (Normile 2010; 

Panwar et al. 2008 ; Singleton et al. 2003a). La gestion des populations invasives représente 

ainsi un enjeu de taille pour l’écologie, l’économie, et la santé publique. Elle est toutefois 

difficile à réaliser. 

D’une part, comme le démontre une étude récente (Russel et al. 2005), il peut s’avérer 

extrêmement difficile d’éviter l’introduction d’une espèce potentiellement invasive. Cette 

étude consistait à capturer un rat brun libéré sur une île de 9,5 hectares. Malgré des efforts 

développés et variés (pièges, chasse, pesticides), le rongeur n’a pu être capturé qu’après 

quatre mois de traque intensive. 

D’autre part, bien que des stratégies d’éradication d’espèces invasives de rongeurs aient été 

réalisées avec succès en milieu insulaire de petite taille (<100 ha) (Howald et al. 2007 ; Pascal 

et al. 2005), de telles stratégies s’avèrent souvent techniquement impossibles en milieu 

continental. De nombreuses invasions biologiques sont associées avec l’expansion des 
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milieux agricoles, où la plupart des espèces sont introduites par les activités humaines 

(Musser & Carleton 2005). Il est donc très difficile d’éradiquer ces populations invasives dont 

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

 

I.1.2. GESTION ADAPTEE 
 
La difficulté de prévenir ou d’éradiquer l’établissement de populations invasives est un 

argument qui conduit souvent à utiliser des stratégies de gestion dites de « contrôle ». 

Lorsqu’une population invasive s’est établie, la meilleure stratégie consiste à limiter son 

expansion (démographique et territoriale) pour maintenir l’impact négatif de sa présence à un 

seuil acceptable en termes de dégâts occasionnés.  

A ce jour, diverses stratégies ont été développées pour lutter contre les espèces invasives. La 

plupart sont principalement basées sur l’utilisation de pesticides de synthèse. Souvent pratique 

d’utilisation et très efficace dans les premiers temps, la contrepartie de cette stratégie se 

manifeste rapidement par l’apparition de phénomènes de résistance aux pesticides, et 

d’intoxications chez les organismes non ciblés, l’être humain et l’environnement (Dowding et 

al. 2010 ; Rogers et al. 1998) . Le développement de techniques de luttes adaptées représente 

un enjeu important, autant pour maximiser l’efficacité de la lutte que pour limiter ses impacts 

écologiques et économiques.  

Le principe d’une gestion adaptée repose sur les connaissances biologiques de l’espèce ciblée 

en conditions naturelles. En effet, plusieurs paramètres sont spécifiques de l’espèce invasive 

et de son habitat. Dans un premier temps, la connaissance de l’identité précise de l’espèce 

permet d’orienter le choix de la technique de lutte. Par exemple, le choix d’un prédateur 

naturel pour la lutte biologique, ou bien le choix d’une matière active pour la lutte chimique, 

car la sensibilité aux pesticides varie selon l’espèce (Watanabe et al. 2010). 

Dans un second temps, la connaissance du comportement spatio-temporel des populations 

établies est importante pour déterminer les méthodes d’application des techniques de luttes. 

Par exemple, le contrôle des rongeurs a une plus grande efficacité lorsqu’il est utilisé avant la 

période de reproduction et quand la population est constituée d’une grande cohorte de rats 

d’âge moyen avec un grand potentiel reproductif. Comprendre la dispersion spatiale des 
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populations dans l’environnement envahi permet d’adapter l’étendue des zones à contrôler, en 

prenant en compte les facteurs favorisant la recolonisation de l’habitat (e.g. flux de gènes, 

zones refuges). Par exemple, l’identification de zones refuges impliquées dans les cycles de 

pullulation du campagnol terrestre permet de mettre en place des techniques de gestions basée 

sur l’utilisation du paysage (Fichet-Calvet et al. 2000). 

La connaissance des mécanismes de résistance aux pesticides permet également d’adapter les 

techniques de lutte chimique (e.g. intensité et fréquence d’application des pesticides, choix de 

la matière active) pour limiter l’apparition et la propagation de la résistance. 

Les études en conditions naturelles sont indispensables pour améliorer les connaissances 

biologiques des populations invasives. Une bonne connaissance de ces populations conduit 

ainsi à une gestion adaptée, plus efficace, moins coûteuse, et moins néfaste pour 

l’environnement. 

 

I.1.3. OBJECTIFS GENERAUX DE LA THESE 
 
Cette thèse se situe à l’interface des processus d’invasion biologique et des techniques 

d’éradications de populations invasives. L’objectif de cette thèse est d’étudier la biologie des 

populations invasives de rongeurs établies dans un milieu agricole à grande échelle. Les 

plantations de palmiers à huile en Indonésie constituent un modèle agricole pertinent dans 

l’étude de la lutte anti-rongeurs. En effet, l’étendue géographique de ces agro-écosystèmes de 

plusieurs milliers d’hectares, ainsi que l’importance des dégâts causés par les populations 

invasives de rongeurs, représentent des enjeux économiques et écologiques majeurs. Il s’agit 

d’appréhender ces populations afin de développer des stratégies de lutte adaptées.  

Cette thèse s’inscrit dans la volonté de comprendre le fonctionnement des communautés de 

rongeurs ravageurs établies en milieu agricole, dont la gestion est potentiellement confrontée 

à des mécanismes de résistance aux pesticides. Ce travail de thèse s’appuie sur une démarche 

pluridisciplinaire pour répondre (1) au manque d’études sur les espèces concernées, (2) à la 

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

- La première partie est une présentation générale des processus d’invasion et du 

modèle « rongeur invasif ». 

- La deuxième partie présente un domaine d’étude aux applications multiples, la 

génétique des populations, qui représente aujourd’hui un outil utile pour la gestion des 

populations invasives (Rollins et al. 2006). 

- La troisième partie décrit le principe d’action des pesticides couramment utilisés dans 

la lutte anti-rongeurs : les anticoagulants AVK. 

- La quatrième partie concerne les conséquences d’une lutte aux anticoagulants AVK : 

les mécanismes de résistances, les coûts biologiques associés et les intoxications 

secondaires. 

- Enfin, la cinquième partie présente le contexte de l’étude, les rongeurs ravageurs dans 

les plantations de palmiers à huile, et ses enjeux. 

 

 

I.2 PROCESSUS D’INVASION BIOLOGIQUE 

I.2.1. DEFINITION 
 
La définition d’une espèce d’invasive varie selon les auteurs et les disciplines de recherche. 

De façon générale, le terme « espèces invasives » fait référence à des espèces dont 

l’abondance relative est localement dominante et/ou la distribution géographique est étendue 

(Colautti & MacIsaac 2004). La plupart des études font référence à des espèces exogènes, 

c’est-à-dire des espèces qui ont été introduites dans une aire biogéographique différente de 

leur aire native (Richardson et al. 2000). Toutefois, certaines espèces endémiques peuvent 

devenir envahissantes dans leur aire native suite à des perturbations environnementales 

(Mooney & Hobbs 2000 ; Van Auken 2000). Le phénomène d’invasion biologique peut donc 

concerner à la fois des espèces endémiques et des espèces introduites. Il est à noter que pour 

une même espèce introduite, la population peut devenir ou non invasive selon le contexte 
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environnemental. Dans l’attente d’un consensus, et en considérant l’espèce dans sa globalité, 

le terme « population invasive » sera préférentiellement utilisé dans le reste de l’introduction. 

 
Une population invasive peut spontanément coloniser un nouvel habitat ou son habitat 

d’origine ayant subi des modifications (Van Auken 2000). Elle peut également y être 

introduite, volontairement ou involontairement, par les activités humaines. Une étude 

intéressante a mis en évidence l’association des voies de colonisation d’une espèce de rat 

asiatique Rattus exulans avec celles de l’homme dans l’archipel polynésien (Matisoo-Smith & 

Robins 2004). Les hommes auraient emporté ces rongeurs comme ressource alimentaire 

pendant leurs voyages vers ces îles. Une invasion biologique peut donc être d’origine 

naturelle ou anthropique. 

Le processus d’invasion se décompose en plusieurs étapes successives dont les trois 

principales sont l’introduction, l’établissement et l’expansion d’une population dans un 

nouvel environnement  (Kolar & Lodge 2001).  

 
Une population doit survivre à chaque étape pour se reproduire et se propager. Ainsi, avant 

d’envahir un nouvel environnement, une population doit traverser plusieurs filtres représentés 

par des barrières géographiques, des barrières environnementales (abiotique et biotique), des 

barrières reproductives, des barrières de dispersion locales, et parfois des barrières climatiques 

(Richardson et al. 2000).  

La « règle des dix » élaborée par  Williamson et Fitter (1996) estime que sur 1 000 espèces 

importées, 100 pourront être considérées comme introduites, 10 seront réellement naturalisées 

et une seule deviendra envahissante (Figure 2). Dans sa globalité, le succès d’une invasion 

dépend des capacités d’adaptation de la population à un nouvel environnement et des 

pressions environnementales. En d’autres termes, l’invasion dépend des caractéristiques 

intrinsèques de la population et des contraintes extrinsèques à celle-ci.  
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Figure 2. Schéma global d’un processus d’invasion biologique. Un certain nombre d’individus, 
issus d’une population origine, survivent à la phase d’introduction (1). Parmi ces individus, certains 
développent des adaptations sous les pressions environnementales, biotiques et abiotiques, pour 
constituer une population établie capable de survivre et de se reproduire (2). La population devient 
invasive, abonde et colonise de nouveaux habitats, provoquant des dégâts sur l’environnement (3). 

I.2.2. FACTEURS INTRINSEQUES  
 

Toutes les espèces ne fondent pas des populations invasives. La réponse idiosyncrasique des 

populations face à des perturbations environnementales dépend de leur fitness dans ce nouvel 

environnement. La fitness (ou valeur sélective) correspond à la capacité de survivre, de se 

reproduire et de propager ses gènes dans un environnement donné. Lorsque la matrice 

environnementale où évolue une population est modifiée, par exemple par la création de 

milieux agricoles, seules les espèces adaptées peuvent se maintenir dans ce nouvel 

écosystème.  
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Les mécanismes d’adaptation consistent à améliorer la fitness d’une population dans son 

environnement par un ajustement de traits fonctionnels (comportementaux, morphologiques, 

physiologiques). Ce sont des traits héritables (génétiques) irréversibles soumis à la sélection 

naturelle. Lorsque l’écosystème est modifié, la valeur optimale d’un phénotype donné peut 

être modifiée. Ainsi, les caractères phénotypiques les plus avantageux dans un certain 

contexte ne le sont pas forcément dans un autre (Figure 3). Une population introduite dans 

une nouvelle matrice environnementale peut donc évoluer de façon à améliorer sa valeur 

sélective. 

 
Figure 3. Schéma simplifié de sélection directionnelle. Ce schéma illustre l’importance des 
mécanismes d’adaptation lorsqu'une population est introduite dans un nouvel habitat, aux 
caractéristiques environnementales différentes. Un individu ayant conservé un phénotype de l’habitat 
d’origine (courbe bleue) sera contre-sélectionné et devra améliorer sa valeur sélective en fonction des 
nouvelles contraintes (courbe rouge): s’adapter pour survivre. 

 
La plasticité phénotypique est une composante importante pour le processus d’adaptation 

d’une population à un environnement (Davidson et al. 2011). Richards et al. (2006) ont 

proposé un modèle dans lequel ils décrivent différentes stratégies de plasticité phénotypique 

(morphologiques et physiologiques). Le premier modèle décrit une population invasive 

robuste qui a la capacité de maintienir une fitness relativement constante dans  des conditions 

défavorables. Ce modèle permettrait une large gamme d’environnements (Jack-of-all-trades). 

Le second modèle décrit une population invasive opportuniste qui a la capacité d’augmenter 

sa fitness  dans des conditions favorables (Master-of-some). Le troisième modèle regroupe les 
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capacités des deux précédents modèles (Jack-and-master). Une méta-analyse sur les plantes a 

montré que les populations invasives ont une plasticité significativement supérieure par 

rapport aux non-invasives, surtout quand les ressources sont abondantes, alors que ces 

dernières ont une meilleure fitness quand les ressources sont normales ou faibles (Davidson et 

al. 2011).  

Par ailleurs, une population introduite peut être préadaptée au nouvel environnement si les 

conditions sont similaires à son environnement natif. Sinon, elle doit développer des 

mécanismes d’adaptations face aux nouvelles contraintes environnementales. Il a récemment 

été démontré qu’une population invasive de fourmis tropicales Wasmania auropunctata se 

serait adaptée au froid dans une région de son aire native avant d’envahir une région 

méditerranéenne (Rey et al. 2012).  

Les populations invasives concernent souvent des espèces possédant un fort potentiel 

adaptatif, pouvant s’adapter à une large gamme d’environnements. D’autres caractéristiques 

biologiques contribuent au potentiel invasif d’une population. Par exemple chez les animaux, 

il est suggéré qu’une espèce dont le régime alimentaire est généraliste est avantagée par 

rapport à une espèce dont le régime alimentaire est spécialiste, car elle sera capable d’adapter 

son alimentation dans une gamme d’environnements variés. De même l’optimisation de la 

taille et de la fréquence des portées représenterait un atout pour envahir. Une espèce à 

croissance rapide dont le taux de reproduction est élevé,  serait capable d’envahir rapidement 

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

 

I.2.3. FACTEURS EXTRINSEQUES 

Les populations évoluent dans un environnement qui conditionne leur survie, leur 

reproduction et leur dispersion. Les paramètres environnementaux constituent ainsi des 

facteurs régulateurs des processus d’invasion. Si les paramètres sont favorables à l’adaptation 

de la population introduite, ils augmentent la possibilité de son établissement et 

potentiellement sa propagation. Au contraire, si les paramètres environnementaux sont 

défavorables, ils peuvent limiter son expansion, voire empêcher son établissement. On peut 
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distinguer l’environnement local où s’établissent les populations, et l’environnement régional 

où se propagent les populations. 

L’environnement est défini comme une matrice dans laquelle évoluent les individus d’une 

population. La matrice environnementale est caractérisée par deux grandes catégories de 

paramètres : les paramètres biotiques (i.e. biologiques) et abiotiques (i.e. physico-chimiques). 

 

Les facteurs biotiques concernent l’ensemble des entités biologiques présentes dans le 

milieu. Les espèces végétales constituent par exemple les ressources alimentaires et les 

habitats (biomes) nécessaires à la survie des populations animales. Les espèces animales 

représentent notamment les prédateurs et les compétiteurs qui peuvent limiter la survie des 

populations. Un réseau d’interactions complexes s’établit ainsi entre les individus d’une 

population introduite et le nouvel environnement dans lequel elle évolue. La nature de ces 

interactions bidirectionnelles peut être positive (facilitation), neutre (sans effet) ou négative 

(inhibition). Une perturbation de l’équilibre de ces interactions peut être l’origine ou la 

conséquence d’une invasion biologique (Figure 2). De nombreuses invasions biologiques ont 

été rapportées en milieux insulaires, où les interactions interspécifiques entre la population 

invasive et le nouvel environnement sont limitées, dépourvu de prédateurs ou de compétiteurs 

de l’espèce nouvellement introduites. Il est souvent rapporté que les populations invasives 

sont très compétitrices (Sax & Brown 2000, Vilà & Weiner 2004).  

 
Les facteurs abiotiques définissent les caractères non biologiques d’un environnement, tels 

que les caractères climatiques (e.g. températures, précipitations) et les caractères édaphiques 

qui représentent la nature des sols (e.g. pH, humidité). Les paramètres abiotiques sont 

déterminants pour la distribution des espèces. Par exemple, les températures modulent 

directement la survie d’une espèce dont les gammes de tolérance sont limitées. De plus, les 

paramètres abiotiques exercent une pression indirecte sur les populations en influençant les 

paramètres biotiques de leur environnement. Il est depuis longtemps admis que la distribution 

des espèces végétales est dépendante des climats, à grande et à petite échelle (macroclimats et 

microclimats) (Humboldt 1805). 



 

 

 

 

26 

 

 

A grande échelle par exemple, les paramètres climatiques déterminent les types de couverture 

végétale dont dépend la survie d’une population. Les caractéristiques climatiques permettent 

ainsi d’identifier des catégories d’habitats quel que soit leur position géographique. 

Indirectement ces paramètres sont donc très informatifs sur les populations pouvant occuper 

ses différents habitats. 

A plus petite échelle, un type d’habitat est soumis à des conditions climatiques plus ou moins 

variables selon sa localité géographique. En Europe par exemple, les saisons hivernales sont 

plus longues et intenses au nord qu’au sud. Ainsi, une adaptation alimentaire a été suggérée 

chez une espèce de rongeur européen Apodemus sp., dont la forme des mandibules varie selon 

un gradient latitudinal (Renaud & Michaux 2003). Les auteurs ont suggéré que les 

populations des régions nordiques, soumises à de plus longues périodes hivernales, auraient 

développées une alimentation plus diversifiée pour survivre à ces périodes dépourvues de 

graines (leur principale ressource alimentaire). Les espèces tolérantes à une grande gamme de 

climats et d’habitats sont de bonnes candidates à l’invasion de nouvelles régions (Swincer 

1986). 

 
Les facteurs anthropiques sont également à prendre en considération dans les processus 

d’invasions biologiques. Tout d’abord, les migrations humaines sont souvent à l’origine de 

l’introduction d’espèces dans de nouvelles aires géographiques, par exemple par les transports 

commerciaux ou la création de milieux agricoles (Hulme 2009).  

Ensuite, ils influencent indirectement ou directement les facteurs biotiques et abiotiques d’un 

environnement. Il a été montré par exemple que les activités humaines accélèrent le processus 

de réchauffement climatique. Celui-ci peut favoriser indirectement les processus d’invasion 

en permettant la dispersion spatiale des populations invasives dans des nouvelles aires 

géographiques, et en modifiant les interactions biotiques (Walther et al. 2002). 

Les perturbations anthropiques effectuent aussi directement de fortes pressions sur la matrice 

environnementale. Il est souvent rapporté que la fragmentation de l’habitat, due par exemple à 

la création de systèmes agricoles à grande échelle, modifie drastiquement le paysage et 

provoque une disparition d’habitats naturels et des espèces qui les occupent. La perte de 

biodiversité ainsi générée crée un contexte dépourvu de prédateurs ou de compétiteurs, 
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augmentant ainsi le risque d’explosion démographique des espèces adaptées à ce nouvel 

environnement. 

 

Les paramètres environnementaux (macroclimat, facteurs biotiques et abiotiques locaux) et 

anthropiques constituent des facteurs régulateurs du succès d’une invasion. Définir les 

facteurs favorables à l’établissement d’une population invasive constitue une approche de 

base pour prédire les risques d’invasions biologiques. Les approches corrélatives et 

mécanistiques sont deux méthodes complémentaires permettant de modéliser et de prédire la 

distribution des espèces en réponse aux modifications environnementales (Buckley et al. 

2010). 

L’approche corrélative associe les données sur la présence géographique des espèces aux 

données environnementales des localités où elles ont été inventoriées. L’approche 

mécanistique utilise les données intrinsèques à l’espèce (e.g. gammes de tolérance au froid) 

couplées aux données environnementales (e.g. amplitudes thermiques) indépendamment de 

l’origine géographiques des échantillons.  

Ainsi, l’approche corrélative modélise les habitats favorables à l’établissement d’une espèce 

alors que l’approche mécanistique modélise les niches écologiques (Kearney 2006). Un 

habitat décrit l’endroit physique (paramètres abiotiques) où un organisme vit ou peut 

potentiellement vivre, à une échelle spatio-temporelle donnée. Une niche correspond au sous-

ensemble des conditions environnementales qui influencent un organisme, où la moyenne 

absolue de la fitness des individus est supérieure ou identique à 1. Les niches écologiques 

définissent donc un ensemble des conditions environnementales telles qu'une espèce donnée 

peut former des populations viables. 

On distingue les niches écologiques fondamentales des niches écologiques réalisées, qui 

constituent les zones biogéographiques réellement occupées par l’espèce. En effet, les 

interactions interspécifiques (e.g. compétition) et la présence de barrières géographiques (e.g. 

mer) limitent la dispersion spatiale des espèces au cours de leur histoire évolutive. Les 

activités humaines récemment amplifiées, favorisent la dispersion spatiale et sont ainsi 

souvent responsables des processus d’invasion biologique. Les milieux agricoles à grande 

échelle réduisent la diversité biologique, permettant l’établissement de nouvelles populations 
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dans des niches écologiques vides, dépourvues de compétiteurs ou de prédateurs (Shea & 

Chesson 2002).  

 

La connaissance des facteurs nécessaires à la survie d’une population invasive constitue un 

outil de lutte intéressant en matière de prévention pour limiter l’introduction et la propagation 

de telles populations. 

 

I.2.4. IMPACTS 
 
Les invasions biologiques, dont le succès dépend des facteurs précédemment énoncés, a des 

conséquences parfois désastreuses. Elles sont considérées comme étant la seconde cause de 

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

 

Les mammifères à l’origine de populations invasives à travers le monde sont principalement 

des rongeurs. Toutes les espèces de rongeurs ne constituent pas une menace majeure pour 

l’économie et l’environnement. Les rongeurs représentent plus de 42% des espèces de 

mammifères au monde (Aplin et al. 2003). Leur rôle écologique est primordial dans un 

écosystème. Dans la chaîne alimentaire, ils sont consommateurs de plantes et de 

champignons, et constituent les proies d’un grand nombre de prédateurs. Ils participent 

également à la pollinisation, la dispersion des graines, et l’aération des sols par leurs activités 

souterraines. 

Bien que souvent bénéfiques dans l’écosystème, quelques espèces se sont adaptées aux 

environnements anthropiques et certaines populations sont devenues invasives. A ce jour, le 

rat noir Rattus rattus (Linnaeus, 1758) et le rat brun Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769) ont 

une distribution géographique quasi-mondiale et constituent des populations invasives à 

l’origine d’importants dégâts. Certaines espèces de rongeurs représentent ainsi un très bon 

modèle d’étude d’invasion biologique. 

 

Les populations invasives de rats ont des conséquences écologiques (perte de biodiversité), 

économiques (dégâts agricoles) et humaines (émergence de zoonoses, famine) dramatiques. 
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En effet, ces populations peuvent être à l’origine de modifications écologiques et conduire à 

l’extinction d’espèces endémiques en exerçant des fortes pressions de prédation et de 

compétition. Quatre espèces de rongeurs ont été identifiées comme responsables d’extinctions 

de onze espèces endémiques en milieu insulaire : le rat brun (Rattus norvegicus), le rat noir 

(Rattus rattus), le rat polynésien (Rattus exulans, Peale, 1848), et la souris domestique (Mus 

musculus, Linnaeus, 1758). Le rat noir est impliqué dans la majorité des impacts (Harris 

2009). Le transport humain est souvent responsable de l’introduction de ces espèces dans les 

îles. En effet, ces quatre espèces se sont adaptées aux pressions anthropiques et sont devenues 

commensales de l’homme. 

 

Le rat noir est une espèce généraliste qui se reproduit très rapidement. Dans un 

environnement favorable, une femelle peut être à l’origine de 200 descendants en six mois 

(National Geographic 2009). Cette espèce est à l’origine de nombreuses invasions biologiques 

à travers le monde. Elle est considérée responsable de certains épisodes de famine en Inde à 

travers les dégâts occasionnés sur les bambous (Panwar et al. 2008). Dans les rizières, les 

rongeurs provoquent des dégâts importants sur les récoltes (5 à 10% de la production de riz), 

et il a été estimé que ces pertes annuelles pourraient nourrir 240 millions d’êtres humains 

chaque année (Normile 2010; Singleton et al. 2003a). Dans le sud-est asiatique, il existe plus 

de 418 espèces de rongeurs, dont 65 causes de sérieux dégâts sur les productions agricoles 

(Singleton et al. 2003b). En plus des impacts alimentaires, ces dégâts représentent des pertes 

économiques importantes et parfois même dramatiques pour les agriculteurs. 

 

De plus, les rongeurs qui vivent à proximité de l’homme sont vecteurs de plus de 60 zoonoses 

(i.e. maladies transmissibles à l’homme). Parmi ces nombreuses maladies, la plus connue est 

la peste, qui a été à l’origine d’épidémies dramatiques en Europe (exterminant 30 % à 50 % 

de la population européenne) et qui sévit encore en Afrique. La leptospirose, le typhus, les 

hantavirus et les arenavirus sont d’autres maladies zoonotiques transmises par les rongeurs 

qui sont potentiellement mortelles (Mills & Childs 1998; Ostfeld & Holt 2004; Plyusnina et 

al. 2009). Durant l’année 2000, 14 000 cas de leptospiroses ont été recensés en Thaïlande et 
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365 décès ont été recensés parmi les cultivateurs de riz. Entre les années 1995 et 2000, au 

moins 25 nouveaux hantavirus et arenavirus ont été identifiés (Singleton et al. 2003b). 

Prévenir et limiter ces fléaux représente un enjeu important. Le rat noir a récemment été 

inscrit sur la liste des « 100 espèces exogènes les plus nuisibles au monde » (Lowe et al. 

2000). 

 

 

I.3. STRUCTURE GENETIQUE SPATIALE D’UNE POPULATION 
INVASIVE 

I.3.1. DISPERSION SPATIALE 
 
Cette première partie de l’introduction a souligné l’importance de deux mécanismes sous-

jacents des processus d’invasion : l’adaptation aux contraintes environnementales, qui 

conditionne la survie des individus d’une population, et la dispersion, qui permet 

l’introduction et la colonisation d’une population dans un habitat et éventuellement les 

habitats adjacents. La dispersion est un processus fondamental qui influence la réponse d’une 

population aux modifications environnementales et à la fragmentation de l’habitat. Un autre 

mécanisme tout aussi important est la reproduction, qui permet le maintien temporel d’une 

population. La reproduction est également responsable de la transmission des adaptations 

dans une population et de l’explosion démographique à l’origine de l’invasion spatiale d’un 

habitat.  

 

D’un point de vue théorique tous les individus qui constituent ces populations appartiennent à 

la même espèce et sont, par définition, capables de se reproduire entre eux. La reproduction 

permet l’échange de gènes au sein d’une population. En conditions naturelles, tous les 

individus d’une population ne se reproduisent pas entre eux et plusieurs paramètres sont 

susceptibles de limiter ces échanges de gènes. D’une part, la distance géographique elle-

même limite la probabilité de croisement entre individus très éloignés. D’autre part, 

l’isolement géographique, lié par exemple à l’existence d’une route ou d’une rivière, peut 
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constituer une barrière relativement infranchissable et ainsi limiter la dispersion, et donc la 

possibilité de reproduction entre des individus. Un tel phénomène a récemment été observé 

chez un rongeur nord-américain, le tamia rayé Tamias striatus dont la dispersion est fortement 

limitée par les rivières (Chambers & Garant 2010). Les contraintes de l’habitat agissent ainsi 

sur l’intensité du flux de gènes (i.e. échanges de gènes lors de la reproduction), la 

démographie locale, les voies possibles de migration, et la sélection de différents traits (cf 

partie I.2.2). L’isolement écologique peut aussi représenter une barrière à la reproduction, par 

exemple chez des plantes dont la floraison est différée à cause d’une composition des sols 

disparate de l’habitat. 

Le fonctionnement social d’une espèce est également un facteur qui influence les mécanismes 

de reproduction et la dispersion spatiale des individus. Par exemple, chez deux espèces de 

rongeurs, le campagnol des champs Microtus arvalis, et le tuco-tuco méridional Ctenomys 

australis, les femelles ont une distance de dispersion plus faible que les mâles qui parcourent 

de longues distances pour se reproduire (Mora et al. 2010, Gauffre et al. 2009). Certaines 

espèces ont des fonctionnements grégaires basés sur la formation de groupes d’individus au 

sein d’une population (e.g. colonies, troupeau) et vont préférentiellement se reproduire avec 

les individus du même groupe, et inversement certaines espèces ont tendance à se reproduire 

avec des congénères très éloignés (géographiquement et génétiquement). 

 

L’ensemble de ces paramètres conduit souvent à ce que les populations soient spatialement 

structurées dans un environnement. Comprendre la dynamique de la dispersion spatiale des 

populations invasives est primordial pour adapter des techniques de luttes efficaces. En effet, 

déterminer l’organisation spatiale d’une population invasive permet d’identifier d’éventuelles 

sous-populations, pouvant constituer des unités d’éradications, et de détecter des zones 

refuges, impliquées dans les processus de recolonisation après une pression de contrôle. 

 

Il existe deux types d’approches pour l’étude de la structure spatiale des populations en 

conditions naturelles : l’approche directe et l’approche indirecte. 

L’approche directe est généralement basée sur des observations, des techniques de télémétrie, 

ou de capture-marquage-recapture. Les mesures de densité ont par exemple permis de 
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caractériser les cycles de pullulation du campagnol Arvicola terrestris scherman dans le 

département du Doubs (Giraudoux et al. 1997). Bien qu’elles soient souvent onéreuses et 

chronophages, elles ne sont pas invasives pour les animaux et ont l’avantage supplémentaire 

de prendre en compte l’identité des individus étudiés (e.g. sexe, âge). Cependant, les 

observations d’une population en conditions naturelles peuvent s’avérer difficile lorsqu’il 

s’agit d’espèces mobiles difficiles à observer (e.g. discrète, de petite taille, nocturne). De plus, 

les migrants à « longue distance » ne sont pas toujours détectables, et les taux et distances de 

migration sont souvent sous-estimés.  

 

La génétique des populations est une approche complémentaire qui permet d’étudier la 

structure spatiale d’une population dans son environnement. C’est une méthode indirecte car 

elle est basée sur une analyse génétique de l’apparentement des individus échantillonnés en 

fonction de leur localisation dans l’espace. Elle permet d’intégrer tous les évènements spatio-

temporels de la dispersion par un seul échantillonnage. C’est une méthode moins 

contraignante en temps et en main d’œuvre qui s’est beaucoup développée ces dernières 

années grâce aux avancées techniques et statistiques. Cependant, elle souffre souvent du 

manque d’information sur l’âge de la dispersion. 

 

I.3.2. STRUCTURE GENETIQUE SPATIALE 
 
La génétique des populations est une vaste discipline de recherche qui permet entre autre 

d’étudier les distances physiques qui séparent un parent de sa progéniture et reflète les 

capacités de dispersion spatiale d’une population. Elle permet de répondre à des questions 

cruciales pour la gestion des populations invasives, telles que : Combien de populations ou 

sous-populations sont représentées dans une invasion ? Comment sont-elles spatialement 

organisées et connectées dans le milieu envahi? Quelle est l’origine géographique des 

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

Elle regroupe les théories de la sélection naturelle de Darwin et de l’hérédité de Mendel. Elle 

repose sur un modèle de population idéale (loi de Hardy-Weinberg) : une population 

panmictique (les gamètes s’associent au hasard), de taille infinie, sans contrainte évolutive 
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(sélection, mutation, migration, dérive). Dans une population idéale, les fréquences alléliques 

sont maintenues constantes de génération en génération. Des fréquences alléliques en 

déséquilibre peuvent ainsi donner des informations sur le statut d’une population. Par 

exemple, pour une espèce diploïde, un excès d’individus homozygotes par rapport aux 

proportions attendues dans une population idéale (« à l’équilibre »), correspond à un fort taux 

de consanguinité (reproduction entre individus apparentés). Un tel type de population peut en 

outre caractériser un effet Wallhund, c’est-à-dire que la population est structurée en sous-

unités (i.e. dèmes).  

A partir d’un échantillon d’individus, les méthodes statistiques d’inférences bayésiennes 

permettent de regrouper les individus dans des populations idéales, sans tenir compte de leur 

origine géographique (Pritchard et al. 2000 ; Falush et al. 2003). Cette méthode, appelée test 

d’assignation, permet de définir sans à priori un certain nombre de populations dans la zone 

échantillonnée. 

Plusieurs modèles ont été élaborés pour comprendre comment sont spatialement structurées 

ces populations. Ils reposent sur la notion de dème, qui définit une sous-unité d’une 

population, et de cohésion entre dèmes (i.e. flux de gènes), qui correspond aux migrants qui 

s’y reproduisent. Plusieurs modèles de structure de population ont été élaborés. Les plus 

connus sont : le modèle de population en île (Wright, 1951), le modèle de population en 

treillis (Kimura & Weiss 1964 ; Kimura 1953), et le modèle d’isolement par la distance 

(Wright 1943 ; Wright 1946). Le modèle de population en île considère que chaque dème a la 

même probabilité d’échanger des individus, quel que soit sa localisation géographique, et que 

les échanges entre chaque dème contiennent une proportion identique d’individus. Le modèle 

de population en treillis, ou « stepping-stone », suppose que la probabilité d’échange 

d’individus entre deux dèmes est inversement proportionnelle à la distance qui les sépare. Le 

modèle d’isolement par la distance rejoint le modèle précédent appliqué à une population 

continue. Dans ces deux derniers modèles, la distance génétique entre les individus augmente 

avec la distance géographique qui les sépare. 

Il existe différents marqueurs génétiques permettant ce type d’études (e.g. isozyme, SNP, 

Indels, RFLP). Les marqueurs microsatellites sont les plus utilisés car ils sont très 
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polymorphes et « neutres », c’est-à-dire non soumis à la pression de sélection naturelle et 

permettent ainsi d’identifier des individus apparentés (Queller et al.1993 ; Jarne & Lagoda 

1996). Ce sont des séquences hypervariables de l’ADN nucléaire composées de répétitions de 

courts motifs de nucléotides (e.g. AT) dont la mutation consiste en l’ajout ou la soustraction 

d’un ou plusieurs motifs. 

 

I.3.3. APPLICATIONS POUR LA GESTION 
 
Jusqu’à présent, la génétique des populations était un outil principalement utilisé dans le 

domaine de la conservation. Il permettait de déterminer les zones à protéger pour maintenir la 

viabilité d’une population menacée dans un habitat perturbé. Cet outil est depuis peu 

transposé à la lutte contre les populations invasives (Rollins et al. 2006).  

Ainsi la méthode de génétique des populations décrite précédemment permet de définir la 

structure d’une population selon un modèle discret (e.g. modèle en île, stepping stone) ou 

continu (isolement par la distance), à partir duquel il est possible d’élaborer des stratégies de 

gestion adaptées (Figure 5). 

 

 
Figure 5. Schéma de patrons de dispersion spatiale d’une population. L’habitat est représenté sous 
forme de grille et les  individus sont représentés en carrés noirs. A gauche, les individus semblent 
dispersés aléatoirement dans l’habitat, et à droite ils sont spatialement regroupés en un patch dense 
(dème). 

 
Dans un modèle discret, des unités populationnelles (dèmes) qui structurent l’ensemble de la 

population peuvent représenter des « unités d’éradication » dans la lutte contre les populations 

invasives et permettre aux gestionnaires de développer des stratégies de lutte efficace 
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(Abdelkrim et al. 2005a ; Plasboll et al. 2007). Appréhender le flux génique qui maintient la 

cohésion entre ces dèmes est un facteur à ne pas négliger dans cette approche, car il est 

souvent à l’origine de processus de recolonisation. En effet, l’éradication d’un dème libère un 

territoire qui peut être rapidement colonisé par les individus des dèmes adjacents et conduire à 

l’établissement d’un nouveau dème. Le degré de cette connexion définit l’échelle spatiale 

nécessaire pour le succès de l’éradication. Ainsi, chez le rat brun Rattus norvegicus une étude 

réalisée sur l’île South Georgia a permis de définir que la population était assez isolée et 

constituait une petite unité d’éradication (Robertson & Gemmell 2004), alors qu’une autre 

étude réalisée dans les îles bretonnes a montré que les populations étaient très connectées 

entre les différentes îles et définissaient une grande unité d’éradication (Abdelkrim et al. 

2005b).  

Dans un modèle continu, les populations sont diffuses et ne montrent pas de structures en 

dèmes interconnectés. Ces populations sont géographiquement ou démographiquement 

grandes et ne permettent pas de délimiter des unités d’éradication à proprement parler. Une 

gestion de contrôle semble plus réaliste pour appréhender ce modèle et réduire la taille de la 

population (Myers et al. 2000 ; Spencer & Woolnough 2004). 

Le développement des techniques moléculaires a permis d’élargir le champ des connaissances 

sur les problèmes liés aux invasions biologiques (e.g. origine d’une invasion, unité 

d’éradication), constituant ainsi un outil précieux pour aider à la décision d’une stratégie de 

lutte adaptée, comme prévenir les invasions en bloquant les voies d’introduction, ou encore 

définir des unités d’éradication. 

Un autre champ d’application tout aussi intéressant, la « génétique toxicologique » s’intéresse 

à caractériser les effets des pesticides et des polluants sur les populations (Belfiore & 

Anderson 2001). Ces analyses permettent d’étudier les adaptations locales en lien avec la 

matrice paysagère ainsi que leur maintien grâce aux migrations. Elles peuvent ainsi permettre 

d’évaluer la transmission de caractères particuliers, tels que la résistance aux pesticides dans 

le contexte d’une lutte chimique. 

La génétique des populations est ainsi un outil d’aide à la décision avant d’élaborer une 

stratégie de lutte. Elle peut également permettre d’évaluer l’efficacité d’une lutte anti-

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

 

Au cours des siècles, plusieurs techniques de lutte anti-rongeurs ont été développées (Encadré 

1). La lutte chimique à base d’anticoagulants anti-vitamine K (AVK) est la plus utilisée à 

travers le monde. Ces raticides provoquent des hémorragies létales quelques jours après 

ingestion. Cela permet d’éviter l’apparition de résistances comportementales (i.e. refus de 

consommation d’appâts) (Brunton et al. 1993). Les rongeurs possèdent des capacités 

cognitives développées : ils seraient capables d’associer le décès des congénères avec la 

consommation d’un pesticide à action immédiate. 

 

Les anticoagulants AVK sont utilisés pour lutter contre les rongeurs, mais également pour la 

prévention et le traitement des maladies thromboemboliques chez l’homme. Ils inhibent le 

processus de coagulation sanguine et provoquent une mort par hémorragies. Ils agissent en 

bloquant le mécanisme de régénération de la vitamine K,  molécule essentielle à la synthèse 

de facteurs de coagulation, d’où leur nom « d’anti-vitamine K ». L’enzyme cible des AVK est 

la VKOR (vitamine K epoxyde réductase) qui est responsable de la régénération de vitamine 

K. 

 

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

coagulation sanguine dont les AVK sont antagonistes. 
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Encadré 1. Techniques de luttes anti-rongeurs 

I.4.1. PHYSIOLOGIE DE LA COAGULATION SANGUINE 
 

La coagulation sanguine, ou hémostase, est un processus physiologique qui permet de 

maintenir le sang à l’état fluide à l’intérieur des vaisseaux. Lors d’une lésion vasculaire, une 

vasoconstriction localisée au niveau de la lésion permet de réduire le flux sanguin et de 

favoriser le processus d’hémostase en modifiant les conditions hémodynamiques. Trois étapes 

sont initiées simultanément lorsque la structure interne de l’endothélium (i.e. paroi du 

vaisseau sanguin) est en contact avec le sang : l’hémostase primaire, l’hémostase secondaire, 

et la fibrinolyse. L’ensemble de ces réactions est régulé par des mécanismes d’auto-

amplification et d’inhibition, qui permettent le maintien de l’équilibre hémostatique et la 

localisation de ce processus au niveau de la lésion vasculaire le temps de la réparation de la 

paroi du vaisseau. La rupture de l’équilibre hémostatique  provoque une thrombose (excès de 

coagulation) ou une hémorragie (déficit de coagulation).  

La lutte biologique  
La lutte biologique consiste d’une part à 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 l’espèce cible à une concentration létale. C’est le 
cas de Sarcocystis singaporensis, protozoaire originaire du sud-est asiatique dont l’hôte définitif est le 
python (Python reticulatus) et l’hôte intermédiaire du genre Rattus ou Bandicota. Normalement 
asymptomatique pour ses hôtes, il provoque une pneumonie létale chez les rats à forte concentration 
(Jakel et al. 2006). Naturellement présent à faible doses, des études sont nécessaires pour connaître son 
impact à fortes doses sur l’environnement et l’homme. 
La lutte physique 
La lutte physique, ou mécanique, concerne principalement l’utilisation de pièges. Récemment le TBS (Trap-
Barrier Systems), un système de barrière en plastiques agrémentées de pièges, a prouvé son efficacité dans 
les rizières (Aplin et al. 2003 ; Singleton et al. 2003). La fumigation ou l’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’appâts contiennent une 
matière active létale après ingestion. L’utilisation de raticides à 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 à base 
d’organophospates ou d’endosulfan) sont utilisés lorsque les raticides légaux sont difficiles à trouver ou 
trop onéreux pour les fermiers. Il existe aussi des vaccins immuno-contraceptifs spécifiques de l’espèce 
cible qui consistent à 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). 
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La lésion vasculaire met en présence le matériel plasmatique avec la structure interne de la 

paroi vasculaire, dont certaines molécules réagissent avec les acteurs cellulaires et 

moléculaires de l’hémostase qu’elles activent 

 

L’hémostase primaire conduit à une obstruction temporaire de la brèche par la formation 

d’un thrombus blanc localisé au niveau de la lésion vasculaire (Figure 6). Le thrombus blanc 

est composé d’un agrégat de plaquettes liées les unes aux autres par des molécules de 

fibrinogène. Dans un premier temps, les plaquettes forment une monocouche cellulaire en 

adhérant à la structure interne de la paroi vasculaire lésée (sous-endothélium et média) grâce 

au récepteur membranaire plaquettaire GPIb qui se fixe au facteur von Willebrand et au 

collagène de l’endothélium ainsi exposés à la lumière endothéliale. Dans un second temps, les 

plaquettes adhérées sont activées et libèrent leur contenu vésiculaire (calcium, facteur von 

Willebrand…) dans le plasma. Cette dégranulation déclenche l’agrégation plaquettaire en 

attirant des plaquettes circulantes qui se fixent et s’activent sur la première couche de 

plaquette. Les récepteurs membranaires GPIIb/IIIa des plaquettes subissent une modification 

conformationnelle qui leur permet de fixer le fibrinogène en présence de calcium. Le 

fibrinogène sert de liaison entre les plaquettes activées pour former un caillot plaquettaire 

appelé thrombus blanc. 

La membrane des plaquettes contient une double couche de phospholipides répartis de façon 

asymétrique. Les phospholipides anioniques prédominants à l’intérieur sont externalisés lors 

de l’activation plaquettaire pour servir de surface de catalyse des réactions de l’hémostase 

secondaire. 
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Figure 6. Hémostase primaire. L’adhésion des plaquettes sur la surface lésée (1), active la 
dégranulation (2) et provoque l’aggrégation de plaquettes circulantes (3). L’aggrégation plaquettaire 
aboutit à la formation d’un amas plaquettaire, le thrombus blanc (4). 

 
L’hémostase secondaire est une cascade de réactions enzymatiques qui aboutit à la 

transformation du fibrinogène de l’agrégat plaquettaire en fibrine insoluble (Figure 7). Ce 

processus consolide le thrombus blanc en renforçant les liaisons entre les plaquettes, et le 

prolonge, emprisonnant les globules rouges (thrombus rouge). L’hémostase secondaire fait 

principalement intervenir des molécules plasmatiques appelées facteurs de coagulation, qui 

sont des proenzymes synthétisées par le foie. Les facteurs de coagulation circulent sous forme 

inactive dans le plasma et sont activés au cours du processus de l’hémostase secondaire. 

Chaque facteur activé peut activer un autre facteur ou modifier certaines protéines impliquées 

ou non dans la coagulation. Il y a deux voies d’activation de l’hémostase secondaire : la voie 

extrinsèque et la voie intrinsèque (Figure 7). 

 

La voie extrinsèque est initié in vivo par le contact entre le facteur de coagulation 

proconvertine (FVII) et le facteur tissulaire (FT), récepteur membranaire exprimé au niveau 

des cellules musculaires lisses et des fibroblastes de la paroi vasculaire. Le FT est exposé à la 

lumière endothéliale lors d’une lésion vasculaire. Il active et fixe le FVII en présence d’ions 

calcium. Le complexe ainsi formé (FT-FVIIa) est capable d’activer le FVII dans une réaction 

d’auto-activation. Quand le FT est en excès, le complexe FT-FVIIa active directement le 

facteur Stuart (FX). Cette voie peut être rapidement inhibée par l’inhibiteur de la voie du 

facteur tissulaire (TFPI). Le complexe FT-FVIIa active aussi le facteur anti-hémophilique B 
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(FIX) quand le FT est peu présent ou l’inhibition par le TFPI prépondérante. En présence 

d’ions calcium et des phospholipides anioniques de la surface des plaquettes activées, le FIX 

activé forme un complexe équimoléculaire avec son cofacteur, le facteur anti-hémophilique A 

(FVIII). Le complexe ténase (FIXa-FVIIIa) active ensuite le FX en FXa. L’activation du FX 

peut donc se faire par le complexe FVII-FT ou par le complexe ténase lorsque peu de facteurs 

tissulaires sont exposés dans la lumière endothéliale. Le FXa interagit avec la proaccélérine 

(FV) en présence d’ions calcium et des phospholipides anioniques de la surface plaquettaire, 

pour former le complexe prothrombinase (FXa-FVa). Ce complexe active la prothrombine 

(FII) en thrombine (FIIa). La thrombine est une enzyme très puissante, dont le principal 

substrat est le fibrinogène soluble quelle transforme en monomères de fibrine insolubles. La 

thrombine active également le stabilisant de la fibrine (FXIII) qui crée des liaisons covalentes 

entre les monomères de fibrine. De plus, la thrombine catalyse sa propre formation en activant 

le FXI et les cofacteurs FVIII et FV. 

 

La voie intrinsèque ne fait pas intervenir de facteur extérieur comme le facteur tissulaire, elle 

est initiée in vitro par un système de contact entre le facteur Hageman (FXII), le kininogène 

de haut poids moléculaire (KHPM) aux surfaces électronégatives du sous-endothélium. Le 

FXIIa transforme la prékallicréine (PK) en kallicréine qui active le FXII (boucle d’auto-

amplification). Le FXIIa active également le facteur Rosenthal (FXI) par protéolyse, qui 

active ensuite le FIX en présence de calcium. Puis, le processus d’activation enzymatique 

continue comme dans la voie extrinsèque décrite précédemment. 
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Figure 7. Hémostase secondaire. Cascade enzymatique qui consiste en l’activation successive de 
facteurs de coagulation. Les complexes (FT-FVIIa), ténase (FVIIIa-FIXa), prothrombinase (FVa-FXa) 
nécessitent la surface catalytique plaquettaire (PL et Ca2+) pour être actifs. 
 

Plusieurs mécanismes régulent le processus de la coagulation et limitent son extension au 

reste du vaisseau : le mécanisme d’inhibition et la fibrinolyse. 

Il existe des inhibiteurs pour l’activation de chacun des facteurs de coagulation (Figure 7). 

L’antithrombine inhibe l’activation des FIIa, FIXa, FXa, FXIa. Le système protéine C - 

protéine S inhibe l’activation des FVa et FVIIIa. Le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) 

inhibe l’activation du FX par le complexe FT-FVIIa. Les facteurs de coagulation activés 

localement sont rapidement dilués dans la circulation où ils vont être inactivés par des 

inhibiteurs physiologiques de la coagulation. 

La dernière étape du processus de coagulation est la fibrinolyse, qui permet la dissolution du 

caillot de fibrine après réparation tissulaire de la paroi du vaisseau. Cette étape est réalisée par 

la plasmine, enzyme protéolytique puissante, qui clôture le processus de coagulation. La 

fibrinolyse permet également de limiter l’extension du caillot dans le reste du vaisseau. 
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Il y a un équilibre permanent entre les mécanismes de l’hémostase (primaire et secondaire) et 

les mécanismes régulateurs de l’hémostase (inhibiteurs de l’hémostase et fibrinolyse). Le 

principe des anticoagulants utilisés pour la lutte anti-rongeurs est de rompre cet équilibre en 

provoquant un déficit en facteurs de coagulation, indispensables à l’hémostase secondaire. 

 
 

I.4.2. FACTEURS VITAMINE K-DEPENDANTS (VKD) 
 
Certains facteurs de la coagulation (FII, FVII, FIX, FX) et certains inhibiteurs de la 

coagulation (protéine C, protéine S) sont des protéines vitamine K-dépendantes (VKD). Ces 

molécules nécessitent une modification post-traductionnelle pour être fonctionnelles. Cette 

modification a lieu dans le foie par l’enzyme gamma-glutamyl-carboxylase (GGCX), et son 

cofacteur aromatique, la vitamine K (Tie & Stafford 2008). La gamma-carboxylation consiste 

à modifier les résidus acides glutamiques (Glu) en résidus acide-gamma-carboxyglutamiques 

(Gla) (Suttie 1985) (Figure 8). Cette modification conformationnelle permet de chélater le 

calcium pour créer des liaisons aux phospholipides membranaires. Les facteurs de coagulation 

VKD utilisent les phospholipides membranaires des plaquettes activées, comme surface 

catalytique. Les molécules non gamma-carboxylées sont donc non fonctionnelles car elles ne 

pourront pas se fixer aux  surfaces plaquettaires pour activer d’autres facteurs procoagulants. 

Les facteurs non fonctionnels circulent sous forme de PIVKA (Protein Induced by Vitamin K 

Absence) : PIVKA II, PIVKA VII… 

 

La gamma-glutamyl-carboxylase (GGCX) est une glycoprotéine membranaire du réticulum 

endoplasmique qui modifie les protéines VKD lorsqu’elles sont sécrétées par ce dernier. Cette 

réaction se déroulerait en deux étapes indépendantes (Dowd et al. 1995). La vitamine K 

hydroquinone (KH2) sert de cofacteur pour permettre à la GGCX de soustraire un ion 

hydrogène du résidu Glu pour former un carbanion. Puis l’ajout d’une molécule de dioxyde 

de carbone au carbanion intermédiaire produit un résidu Gla (Figure 8). Au cours de cette 

réaction, la vitamine K hydroquinone (KH2) est oxydée en vitamine K époxyde (KO). 
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Figure 8. Mécanisme de réaction de gamma-carboxylation. La γ-glutamyl-carboxylase convertit 
des résidus acides glutamiques (Glu) des protéines vitamines K-dépendantes en résidus acides γ-
carboxy-glutamique (Gla) par production d’un carbanion et ajout d’un CO2 au résidu Glu. 

 

La vitamine K étant produite par les cyanobactéries et les organismes photosynthétiques, sa 

quantité est limitée chez les mammifères car elle dépend surtout des apports alimentaires 

extérieurs. La vitamine K oxydée doit donc être régénérée en vitamine K réduite pour 

permettre le maintien des réactions de gamma-carboxylation, et ainsi l’équilibre 

l’hémostatique. Le cycle de la vitamine K permet cette régénération (Stafford 2005).  

 

I.4.3. CYCLE DE LA VITAMINE K 
 
Le cycle de la vitamine K est principalement assuré par une protéine transmembranaire du 

réticulum endoplasmique des cellules hépatiques, la vitamine K époxyde-réductase (VKOR). 

La membrane du réticulum endoplasmique étant un environnement cellulaire très oxydant, 

des auteurs ont proposé un modèle positionnant physiquement la VKOR et la GGCX très 

proche l’une de l’autre pour protéger la vitamine K réduite jusqu’à la réaction de γ-

carboxylation (Wallin & Hutson 2004). Une protéine chaperonne du réticulum 

endoplasmique, la caluménine serait un régulateur commun de ces deux processus. La 

caluménine est un inhibiteur de la GGCX (Wajih et al. 2004) et module l’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 hépatiques. La vitamine KO est réduite en KH 
puis en KH2 par la VKOR. La VKOR a probablement un partenaire possédant un domaine 
thiorédoxine (S-S). 
 

 

Le cycle de la vitamine K comporte deux étapes de réduction (Figure 9). La première étape 

réduit la vitamine K époxyde (KO) sous forme de vitamine K quinone (KH), puis une 

deuxième étape réduit la forme quinone (KH) en vitamine K hydroquinone (KH2), cofacteur 

de la γ-carboxylation. La VKOR est capable de réaliser les deux réactions de réduction 

successives (Chu et al. 2006), mais est principalement impliquée dans la première étape de 

réduction (KO->KH) (Tie et al.2011). Jusqu’à présent, la deuxième étape de réduction (KH-

>KH2) était supposée être principalement réalisée par une enzyme résistante à la warfarine, la 

DT-diaphorase ou NAD(P)H-dépendante quinone oxydo-réductase (NQO1) (Wallin & Martin 
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1987). Récemment, il a été démontré expérimentalement que l’absence de cette enzyme, chez 

des souris knock-out pour le gène NQO1, ne provoque pas d’hémorragies (Gong et al. 2008). 

Une autre enzyme résistante à la warfarine serait impliquée dans cette réaction (Tie et 

al.2011). 

 

La VKOR est sensible aux anticoagulants antagonistes de la vitamine K (AVK). Les AVK 

inhibent l’activité réductase de la VKOR, ce qui interrompt le cycle de régénération de la 

vitamine K. Cela bloque indirectement la γ-carboxylation des facteurs VKD, et conduit à la 

production de PIVKA. Le déficit en facteurs de coagulation fonctionnels perturbe l’hémostase 

secondaire, provoquant des hémorragies pouvant être létales. Les AVK ont un délai d’action 

car les facteurs de coagulation ont une durée de vie variable. Le délai d’action des AVK est 

variable suivant leur toxicité (de 1 à 7 jours). On distingue les AVK de première génération, 

et les AVK de seconde génération, plus toxique. 

 

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

le monde. 

 

 

I.4.4. MECANISME BIOCHIMIQUE DES AVK 
 
Pour comprendre le mode d’action biochimique des AVK, il est nécessaire de connaître la 

structure et le fonctionnement de la molécule inhibée, VKOR. Malgré les récentes 

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

 

La récente découverte du gène vkorc1 (Rost et al. 2004 ; Li et al. 2004), codant pour la sous-

unité principale du complexe enzymatique VKOR, a initié de nombreux travaux de recherche 

sur les caractéristiques structurales et fonctionnelles de la molécule cible de la warfarine. 

VKORC1 est une protéine transmembranaire de 18 kDa. Elle est localisée sur le réticulum 

endoplasmique rugueux des cellules hépatiques. Son noyau catalytique est un domaine 
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transmembranaire (Wajih et al. 2005). Il a été démontré que les AVK sont des inhibiteurs non 

compétitifs de l’activité de la VKORC1 (Lasseur et al. 2006). 

Chez les mammifères, la VKORC1possède une paire d’acides aminés cystéines (Cys) en 

positions 133 et 135, qui correspond à un motif CxxC car elles sont séparées par deux acides 

aminés variables. Ce motif tétrapeptide CxxC est supposé être le site actif de la protéine. Chez 

les mammifères, le site de fixation des AVK se situerait sur le motif TYA aux positions 138-

140 de VKORC1, non loin du site catalytique Cys132 - Cys135 (Rost et al. 2005). 

Un résidu cystéine est composé d’une chaîne latérale possédant un atome de soufre (S), qui 

est sous forme de groupement thiol (SH) à l’état réduit. Dans un motif CxxC, une liaison 

covalente entre l’atome de soufre (S) de chaque résidu cystéine, forme un pont disulfure (S-S) 

ou un dithiol (SH-SH). Les échanges dithiols/disulfures permettent de réduire ou d’oxyder les 

protéines.  

 
 
 
 
 
La VKORC1 pourrait réduire la vitamine K via ce flux d’électrons et de protons. Le 

partenaire physiologique rédox de la VKORC1 qui permet des échanges dithiols/disulfures 

reste incertain. Plusieurs modèles ont été proposés, impliquant une protéine appartenant à la 

super-famille des thiorédoxines (Schulman et al. 2010). La thiorédoxine catalyserait 

également le repliement tridimensionnel correct de VKORC1, ainsi que l’ouverture 

(réduction) et la fermeture (oxydation) des ponts disulfures des protéines (activité oxydo-

reductase) (Wajih et al. 2007). Elle pourrait être de la famille des glutathion-S-transférases 

(GST) (Cain et al. 1997), ou des protéines disulfides isomérases (PDI) (Goodstadt & Ponting 

2004).  

 

A ce jour, la structure tridimensionnelle de VKORC1 chez le rat n’a pas été découverte. Des 

homologues de la VKORC1 humaine existent chez de nombreux groupes d’organismes : 

vertébrés, invertébrés, plantes, bactéries, archées (Goodstadt & Ponting 2004). Toutes les 

séquences protéiques analysées par ces auteurs possèdent quatre résidus cystéines et un résidu 

Sérine/thréonine, qui auraient un rôle fonctionnel. En plus du motif CxxC précédemment 

C-x-x-C 
 I         I 
SH      SH 

C-x-x-C 
 \       /    + 2H
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exposé, une paire de cystéines additionnelles en positions 43 et 51 chez l’homme, permettrait 

les échanges dithiols/disulfures avec la thiorédoxine. Ces échanges permettraient ensuite de 

réduire le motif Cys132 - Cys135 qui a été oxydé par la réaction de réduction de la vitamine K. 

 
Certaines études réalisées avec des algorithmes (Goodstadt & Ponting 2004) et avec une 

cristallisation de protéine de bactéries (Li et al. 2010), suggèrent une structure en quatre 

domaines transmembranaires, alors que d’autres études in vitro suggèrent la présence de trois 

domaines transmembranaires (Tie et al. 2012, Rost et al. 2004). La structure cristalline des 

deux protéines (GGCX et VKOR) n’a pas été caractérisée chez les mammifères, et la 

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

 
 
Récemment, une équipe  américaine a réussi à cristalliser la protéine VKORC1 homologue 

(VKORH) chez une bactérie Synechoccocus sp (Li et al. 2010). VKORH possède cinq 

domaines transmembranaires (TM). Elle est naturellement fusionnée à son partenaire rédox, 

qui ressemble à une thiorédoxine. Ces auteurs ont proposé que la VKORC1 des mammifères 

serait une protéine de quatre domaines TM, possédant une paire de cystéines ancestrales 

(Cys43 ; Cys51) et une paire de cystéines catalytiques (Cys132 ; Cys135) dans le quatrième 

domaine TM. Les quatre domaines TM sont des hélices α reliés par des boucles β.  La paire de 

cystéines ancestrales se situe sur un demi-segment entre les domaines TM1 et TM2. A partir 

de ce modèle, les auteurs proposent un flux d’électrons, par la formation d’échanges 

dithiols/disulfures entre le partenaire thiorédoxine et le site catalytique, via les cystéines 

ancestrales. Cette idée de transfert d’électrons d’un partenaire rédox via les cystéines 

résiduelles (Cys43 ; Cys51) au site actif CxxC de VKORC1 (Cys132 ; Cys135) a été renforcée par 

des études in vitro de la VKORC1 humaine (Rishavy et al. 2010). 

 
Par la suite, des auteurs ont récemment modélisé la VKORC1 de Rattus norvegicus en se 

basant sur la découverte de la structure cristalline de la VKORH réalisée par Li et al. (2010) 

(Mladenovic et al. 2012). Cette modélisation a été réalisée de façon à respecter les quatre 

domaines transmembranaires de VKORH. Mais la modélisation des boucles extra-cellulaires 
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était incertaine, car la séquence génétique de la VKORH est très différente de la VKORC1 

des mammifères.  

Plus récemment, une autre équipe américaine a démontré que le rôle fonctionnel des cystéines 

ancestrales  (Cys43 ; Cys51) est indispensables à l’activité de la VKORH, et non pour la 

VKORC1 humaine (Tie et al. 2012). La VKORC1 humaine possèderait donc trois domaines 

transmembranaires, et aurait un mécanisme d’action différent de la VKORH. Cette équipe 

propose deux modèles de topologies de VKORC1 humaine : (1) un modèle en trois domaines 

transmembranaires, avec la région N-terminale dans la lumière du réticulum endoplasmique et 

la C-terminale dans le cytoplasme ; (2) un modèle en quatre domaines transmembranaires 

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

 
 

I.5. CONSEQUENCES BIOLOGIQUES DES ANTICOAGULANT AVK  

 
 

I.5.1. RESISTANCE AUX PESTICIDES : UNE ADAPTATION INDUITE PAR 
LES PRESSIONS ANTHROPIQUES  
 
Les premières observations d’un phénomène de résistance aux anticoagulants AVK ont été 

reportées chez le rat brun Rattus norvegicus dès 1958 (Boyle 1960), quelques années 

seulement après leurs premières utilisations en Europe dans les années 1950. De même, dans 

les plantations de palmiers à huile du Sud-Est asiatique, un phénomène de résistance aux 

anticoagulants AVK a été observé chez le rat asiatique des maisons Rattus rattus diardii six à 

sept ans après le début de traitements systématiques (Wood & Liau 1978). Chez l’homme, 

l’observation de phénotypes « hypersensible » et « résistant » au traitement aux AVK pour les 

maladies thrombo-emboliques est un problème pour la survie des patients. La compréhension 

des mécanismes de résistance anticoagulants AVK est primordiale pour appréhender la 

variabilité de réponses à ces molécules. 

 

On appelle résistance aux pesticides, un caractère phénotypique décrivant une capacité à 

tolérer des doses létales de substances toxiques. Le degré de résistance d’une population est 
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évalué en fonction de la dose létale (LD50) ou de la dose efficace (ED50) d’une population 

sensible. La LD50 est la dose létale pour 50% des individus de la population, et l’ED50 est la 

dose efficace pour laquelle 50% des individus de la population répondent positivement au 

pesticide. Le degré de résistance correspond donc à un facteur de la LD50 ou de l’ED50 de 

référence (Figure 12). 

 
 
Figure 12. Comparaison de la dose efficace pour trois populations théoriques. La population 
sensible, dite de référence, est représentée en bleu. Les deux autres courbes représentent des 
populations résistantes, avec un degré de résistance supérieur pour la population rouge (ED50 = 1,5 x 
ED50). 
 
La résistance aux pesticides est souvent monogénique ou oligogénique. Cela signifie qu’un ou 

très peu de gènes suffisent à expliquer les phénomènes de résistance. Ces gènes codent pour 

les molécules cibles ou pour les enzymes du métabolisme. Le caractère génétique d’une 

résistance permet son héritabilité, c’est-à-dire sa transmission aux descendants. Dans ce cas, 

l’utilisation de pesticide exerce une pression de sélection en faveur des individus au génotype 

« résistant » et au détriment des individus au génotype « sensible ». A terme, l’effet délétère 

des pesticides sur les allèles sensibles peut conduire à la fixation des allèles résistants au sein 

d’une population. Il existe généralement un coût adaptatif à la résistance qui agit 

négativement sur la fitness des individus. En présence de pesticide, la valeur sélective des 

génotypes « résistants » est supérieure à celle des génotypes « sensibles » (Figure 13). La 

résistance aux pesticides pourrait être décrite comme un phénomène d’adaptation rapide des 
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populations à une pression abiotique. Un pesticide exercerait une pression de sélection « non 

naturelle » sur les organismes, permettant d’améliorer la fitness des individus résistants. 

 

 
Figure 13. Exemple de sélection directionnelle du phénotype « résistance aux pesticides ». Le 
schéma représente une population sensible (courbe bleue) qui devient résistante (courbe rouge) sous la 
pression de sélection exercée par les pesticides, qui favorise les phénotypes résistants. 
 
Une résistance peut être caractérisée à un niveau phénotypique (e.g. physiologique, 

métabolique) ou génétique. Le phénotype étant le résultat visible du génotype. 

 

Le test BCR (Blood Clotting Response) est l’approche phénotypique classique pour mesurer 

le degré de résistance d’un rongeur aux AVK. Ce test a été standardisé pour différents AVK 

sur une lignée de de rats bruns Rattus norvegicus sensibles, par le groupe de travail RRAC 

(Rodenticide Resistance Action Committee) de CropLife international (Prescott 2003). Il 

consiste à mesurer le temps de coagulation sanguine d’un rongeur après exposition aux 

anticoagulants AVK. Le temps de coagulation mesuré équivaut à une réponse phénotypique 

traduisant la sensibilité de l’individu à l’AVK. Une augmentation du temps de coagulation 

traduit une réponse positive et une sensibilité à l’AVK, alors qu’un temps de coagulation 

normal traduit une tolérance à l’AVK (i.e. pas d’effet de l’AVK). Cette technique permet 

d’une part de mesurer la résistance d’un rongeur, et d’autre part de calculer une dose efficace 

pour laquelle 50% des individus répondent positivement à l’AVK (ED50) pour l’ensemble 

d’une population. 

Le temps de coagulation mesuré par cette méthode correspond au temps de Quick ou taux de 

prothombine, ce qui équivaut à explorer la voie extrinsèque de la coagulation. 
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Plusieurs facteurs peuvent moduler l’effet des anticoagulants AVK sur les individus. les 

facteurs démographiques (sexe, âge, IMC, comorbidité), les facteurs environnementaux 

(alimentation, médicaments), et les facteurs génétiques (polymorphisme génétique de 

l’enzyme cible VKOR et des enzymes de détoxification CYP450). Chez l’homme, les 

mutations de vkorc1 (gène de VKOR) et de cyp2c9 (gène d’un CYP450) permettent 

d’expliquer 30 à 40% de la variabilité individuelle (Siguret et al. 2007). 

 
 

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

Des mutations du gène de l’enzyme cible peuvent entraîner des modifications structurales 

voire fonctionnelles de la molécule. Ces modifications peuvent être à l’origine de mécanismes 

de résistance, par exemple en réduisant l’affinité de la cible pour le pesticide.  

 

Le gène impliqué dans la résistance aux AVK a tout d’abord été localisé chez le rat rattus 

norvegicus, sur le chromosome 1 près du microsatellite D1rat219 par une méthode LD (Kohn 

et al. 2000). A partir de ce travail, le gène  codant pour l’enzyme cible des anticoagulants, 

VKORC1 (sous-unité 1 du complexe Vitamine K epoxide-reductase), a pu être identifié chez 

cette espèce en 2004 (Rost et al. 2004). VKORC1 est la sous-unité principale du complexe 

VKOR. Les gènes orthologues chez l’homme, homo sapiens, et la souris des maisons, mus 

musculus, sont respectivement localisés sur les chromosomes 16 et 7. Composé de trois 

exons, le gène vkorc1 code pour une protéine 18 kDa composée de 161 acides aminés chez le 

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

 

La première mutation ponctuelle (SNP ; Single Nucleotide Polymorphism) identifiée sur ce 

gène est une mutation faux-sens qui a pour conséquence la substitution d’une tyrosine par une 

phénylalanine en position 139 (Rost et al. 2004). Cette mutation Y139F confère à elle seule 

une résistance aux anticoagulants AVK chez Rattus norvegicus (Grandemange et al. 2009). 

Elle est localisée proche du site catalytique de l’enzyme, et pourrait ainsi diminuer l’affinité 
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de VKORC1 pour l’AVK ou augmenter l’affinité de VKORC1 pour la vitamine K. Cette 

mutation Y139F est très présente chez les rats bruns sauvages en Europe, et constituerait une 

des bases principales de la résistance des rongeurs aux anticoagulants (Pelz et al. 2005, 

Grandemange et al. 2010).  

 
D’autres mutations de résistance aux AVK ont été identifiées dans le gène vkorc1 des rats 

bruns sauvages, et sont répertoriées dans le tableau 1. Jusqu’à présent, vingt-et-une mutations 

de vkorc1 ont été identifiées en Europe et à travers le monde chez des rats  sauvages 

(Grandemange et al. 2010, Pelz et al. 2005, Rost et al. 2009). Ces mutations ont été 

identifiées chez des rats dont la résistance phénotypique est avérée ou suspectée (i.e. rat 

provenant d’une zone traitée aux AVK). Dix-huit d’entre elles ont été caractérisées in vitro. 

La caractérisation in vitro consiste à mesurer l’effet des AVK sur l’activité basale des 

enzymes VKOR purifiées, à partir de fractions microsomales hépatiques de rats ou à partir de 

cellules recombinantes. Parmi ces mutations caractérisées in vitro, sept ont été répertoriées 

chez des rats au phénotype « résistant » (Pelz et al. 2005) et onze autres chez des rats dont le 

phénotype n’a pas été testé mais qui proviennent de zones traitées aux AVK (Rost et al. 

2009).  
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Tableau 1. Mutations faux-sens de VKORC1 recensées chez le rat brun, Rattus norvegicus, 
sauvage. a d’après Pelz et al.  2005, dont la résistance phénotypique est confirmée ; b d’après Rost et 
al. 2009, dont la résistance phénotypique est suspectée ; c d’après Grandemange et al. 2010, dont la 
résistance phénotypique est suspectée  
 

 
Les codons 128 et 139 de vkorc1 semblent représenter des « hotspots » pour les mutations de 

résistance aux AVK, puisque différents variants (Y139F, Y139C, Y139S ; L128Q, L128S, 

L128R) sont présents chez le rat brun, la souris des maisons et l’homme (Pelz  et al. 2005).  

Les mutations I90L et A43V sont présentes dans les gènes orthologues sauvages (i.e. non 

mutés) d’autres espèces. Ces deux mutations sont fonctionnellement conservatrices, car la 
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substitution d’un acide aminé par un autre chimiquement similaire n’affecte pas 

profondément la fonction de la protéine. L’activité de VKORC1 engendrée par les mutations 

I90L et A143V est respectivement similaire et plus importante que l’activité de VKORC1 non 

muté (Rost et al. 2009). 

 

Les études in vitro montrent que quasiment toutes ces mutations diminuent considérablement 

l’activité enzymatique basale de VKORC1 (Pelz et al. 2005, Rost et al. 2009, Rost et al. 

2004). L’activité des enzymes mutées est partiellement inhibée par les AVK avec une 

sensibilité variable selon le type d’AVK. Certains variants s’avèrent fonctionnellement 

neutres ou conservateurs, mais d’autres semblent responsables de la résistance aux AVK chez 

le rat et l’homme ainsi que de maladies hémorragiques, telles que le déficit de facteur de 

coagulation de type 2 vitamine K-dépendant (VKCFD2), chez l’homme (Rost et al. 2004). 

Bien que le mécanisme d’inhibition et le site de fixation des AVK n’ait pas été confirmé, la 

plupart des mutations de résistance chez l’homme et le rat sont colocalisées (Li et al. 2010). 

Une étude suggère que les mutations de vkorc1 constituent la base génétique de la résistance 

aux anticoagulants chez les rongeurs sauvages et que la résistance est transmise comme un 

trait autosomal dominant. (Pelz et al. 2005). Depuis quelques années, le gène vkorc1 est ainsi 

considéré comme un marqueur diagnostique de la résistance phénotypique aux anticoagulants 

chez le rat. Cet outil diagnostique est utilisé entre autre pour cartographier et identifier les 

différentes mutations SNP caractérisant la résistance des rongeurs sauvages aux 

anticoagulants (Baert et al. 2012 ; Grandemange et al. 2010 ; Pelz et al. et al. 2005). Une fois 

les SNP identifiés, leur rôle dans la résistance peut être étudié in vitro (e.g. cinétique 

enzymatique, expression d’ARN), et la prévalence de la résistance peut ainsi être évaluée et 

caractérisée au sein des populations sauvages.  

 
Bien que certains mécanismes de résistance aux AVK s’expliquent par une transmission 

héréditaire des mutations de vkorc1, d’autres mécanismes ne semblent pas associés au 

polymorphisme de ce gène (Heiberg 2009). D’autres formes de résistance aux AVK, 

notamment la résistance aux AVK de seconde génération et la résistance chez d’autres 

espèces, impliqueraient d’autres gènes. Du fait de son hérédité instable, une résistance 
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multigénique a été suggérée chez le rat noir, Rattus rattus (Greaves et al.1976). Certaines 

études ont mis en évidence des mutations dans le promoteur et la région intronique de vkorc1 

chez l’homme, qui modifient l’expression de la molécule et induit un phénomène de 

résistance (Yuan et al. 2005, D’andrea et al. 2005). D’autres études ont mis en évidence 

l’importance du polymorphisme des enzymes de détoxication des AVK dans les processus de 

résistance. 

 
 

I.5.3. MUTATIONS DES ENZYMES DU METABOLISME (CYP450) 
 
Les AVK sont des substances toxiques qui sont métabolisées par le foie avant d’être éliminées 

par l’organisme (excrétion par les selles et les urines).  La voie du métabolisme des 

xénobiotiques (e.g. médicaments, pesticides) permet de transformer des substances toxiques 

en métabolites inactifs. Elle est composée de deux phases complémentaires, la 

fonctionnalisation et la conjugaison. La fonctionnalisation consiste à transformer par 

hydroxylation les substances toxiques (R) en métabolites intermédiaires (R-OH). Le caractère 

électrophile de ces métabolites intermédiaires permet la seconde transformation de 

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

l’organisme.  

 
La fonctionnalisation est essentiellement catalysée par une superfamille enzymatique : les 

cytochromes P450 (CYP450). Les CYP450 sont des hémoprotéine transmembranaires 

localisées dans le réticulum endoplasmique lisse du foie. Ce sont également des mono-

oxygénases qui oxydent les xénobiotiques. Leur polymorphisme  peut moduler leur fonction 

et être responsable de mécanisme de résistance.  

 

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

accélérant le processus de détoxification. L’efficacité de ce processus d’élimination accéléré 
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peut être mis en évidence en mesurant la concentration plasmatique de l’AVK quelques temps 

après son ingestion. La clairance plasmatique, correspond à la vitesse d’élimination du 

xénobiotique dans le sang. 

Plusieurs isoformes de CYP450 sont connues pour métaboliser les AVK (Daly et al. 2003) 

(Figure 15). Chez l’homme, le CYP450 2C9 (i.e. CYP2C9) contribue à 80% du métabolisme 

de la S-Warfarine. Le polymorphisme de CYP2C9 chez l’homme module la sensibilité aux 

AVK. 

 

 
Figure 15. Voies métaboliques de la warfarine dans le foie chez un rat mâle d’après Ishizuka et al. 
(2008). La warfarine est un substrat des CYP450 pouvant être hydroxylé par les différentes sous-
familles CYP1A, CYP2B, CYP2C et CYP3A.  
 

Chez les rats, l’hydroxylation des AVK semble principalement catalysée par les sous-familles 

CYP1A, CYP2C, CYP2B, et CYP3A (Ishizuka et al. 2008). Les cinq métabolites identifiés 

sont les hydroxydes 4’-, 6-, 7-, 8- ou 10-OH (Guengerich et al. 1982). Ces métabolites sont 

ensuite rendus hydrosolubles par glucoronidation (phase de conjugaison) puis excrétés par les 

urines, comme dans la voie métabolique chez l’homme. A ce jour gènes 108 gènes cyp450 

ont été identifiées dans le génome du rat (Nelson et al. 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 démontrée chez deux espèces de rongeurs 

résistants aux AVK : chez le rat brun Rattus norvegicus exposé aux anticoagulants de seconde 

génération (Markussen et al. 2007), et chez le rat noir  Rattus rattus exposé aux AVK de 

première génération (Ishizuka et al. 2007). 
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Des études ont été menées chez des rats bruns résistant aux AVK avec un génotype 

homozygote Y139F. Ces études montrent qu’une exposition à la bromadiolone, AVK de 

seconde génération,  induit une sur-expression des gènes codant pour les cytochromes P450 

CYP2E1, CYP3A2 et CYP3A3 chez les rats au phénotype « résistant » par rapport aux rats au 

phénotype « sensible ». De plus, la modulation de cette expression (sur- et sous-expression) 

varie en fonction de l’âge et du sexe (Markussen et al. 2007 ; Markussen et al. 2008).  

Une autre étude a été réalisée chez le rat noir « résistant »  à la warfarine (Ishizuka et al. 

2007). Cette étude a mis en évidence une clairance plus rapide de la warfarine chez les rats 

résistants. Exposés à la warfarine, les rats résistants montrent une activité d’hydroxylation de 

la warfarine et une expression du CYP3A2 significativement plus importantes que chez les 

rats sensibles. De plus l’administration d’inhibiteurs des CYP450 augmente la mortalité chez 

les rats résistants. Le mécanisme de résistance aux AVK de cette lignée de rats noirs Rattus 

rattus semble résider dans la voie métabolique. 

 
 

I.5.4. COUT BIOLOGIQUE ET INTOXICATION SECONDAIRE 
 

En générale, les mutations conférant une résistance aux pesticides ont un coût biologique, 

c’est-à-dire un désavantage à la fitness (Coustau et al. 2000 ; Andersson 2006).  

Dans le cas de la résistance aux AVK, le polymorphisme de vkorc1 provoque une réduction 

de l’activité basale de l’enzyme VKOR, donc une régénération de vitamine K amoindrie. Un 

allèle muté de vkorc1 provoquerait une carence en vitamine K et aurait des effets délétères.  

 
En effet, la vitamine K est un cofacteur indispensable à la synthèse de protéines vitamine K-

dépendantes impliquées dans différents processus physiologiques, tels que la coagulation 

sanguine et la croissance osseuse (e.g. protéine Gla, ostéocalcine) (Berkner 2005). Jusqu’à 

présent, aucun coût à la résistance aux AVK n’a été confirmé chez les rongeurs, bien que 

plusieurs effets délétères aient été observés : 

 

- Des hémorragies spontanées ont été observées des rats bruns homozygotes résistant 

(Martin et al. 1979). 
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- Une minéralisation de l’aorte est favorisée chez les rats bruns homozygotes pour la 

mutation Tyr139Cys de vkorc1 (Kohn et al. 2008).  

- L’ostéocalcine est une protéine vitamine K-dépendante indispensable à la fixation du 

calcium sur les os. Le coût d’une résistance aux AVK liée à un faible rendement du 

cycle de la vitamine K pourrait être un phénomène d’ostéoporose. 

- En absence d’AVK, les femelles modérément résistantes sont de meilleures 

reproductrices que les femelles très résistantes chez le rat brun (Heiberg et al. 2006). 

- Les AVK inhibent également la VKORC1-like1 (VKORC1L1), une isozyme de la 

VKORC1, impliquée dans l’élimination des formes réactives de l’oxygène (ROS, 

Reactive Oxygen Species) générées pendant le processus rédox de VKORC1 

(Schaafhausen et al. 2011 ; Westhofen et 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 porteurs de zoonoses que les 

rongeurs sensibles (Runge et al. 2012). 

- Les protéines VKORC1 et VKORC1L1 sont largement distribués dans les tissus de  

l’organisme, tels que les reins, la rate, les poumons (Czogalla et al. 2009). Il est 

suggéré que l’ensemble de leurs fonctions et des protéines vitamine-K-dépendantes 

n’a pas été découvert. 

 

Un apport extérieur en vitamine K permet de rétablir le processus de coagulation sanguine 

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

que les rongeurs résistants supplémentent leur alimentation en vitamine K dans leur milieu 

naturel. Il est par contre envisageable que la faible activité de VKORC1 chez les rats 

résistants ait stimulé d’autres voies régulatrices impliquées dans la supplémentation en 

vitamine K et qu’un mécanisme compensatoire se soit développé chez ces rongeurs. Ce 

mécanisme permettrait le maintien de cet allèle dans des populations non soumise aux 

pressions AVK. Cela augmenterait la difficulté de gestion des populations de rongeurs. 

 
L’apparition de phénomènes de résistance chez les rongeurs a conduit à la synthèse et 

l’utilisation de molécules AVK de « seconde génération » plus toxiques. Au niveau de 
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l’environnent, l’utilisation des AVK a parfois des conséquences pour les organismes non 

ciblés. D’autres espèces sont susceptibles de consommer directement les appâts ou les 

rongeurs intoxiqués. Les AVK sont stockés dans le foie des rongeurs avec des temps de 

rémanence assez longs. Plusieurs cas d’intoxications secondaires ont été rapportés, avec des 

conséquences plus ou moins importantes pour les populations concernées (Fisher et al. 2004 ; 

O'connor et al. 2003). Ce phénomène soulève l’importance d’une lutte ciblée pour éviter les 

dommages collatéraux sur l’environnement. 

 

I.6. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE LA THESE 

 
La présente étude se situe dans les plantations de palmiers à huile, un agro-écosystème de 

grande échelle, où la gestion des populations invasives de rongeurs constitue un enjeu 

économique et écologique majeur. 

 

I.6.1. CONTEXTE D’ETUDE : LES PLANTATIONS DE PALMIERS A HUILE 
 
Les plantations de palmiers à huile, Elaeis guineensis, sont en rapide expansion depuis les 

années 1970 dans le sud-est asiatique (Carter et al. 2007; Corley & Tinker 2003). Les 

palmiers à huile ont un rendement et des revenus élevés. 

 

Avec un rendement moyen de quatre tonnes d’huile par hectare, et atteignant parfois huit 

tonnes d’huile par hectare, le rendement en huile de cette espèce végétale est supérieur à celui 

des autres espèces oléagineuses. Les palmiers à huile ont un rendement jusqu’à dix fois 

supérieur à celui du soja et quatre fois supérieur à celui du colza, et des coûts de production 

les moins élevés des huiles végétales, inférieurs de 20 % à ceux du soja et bien inférieurs à 

ceux du colza (Thoenes 2006). Les noix de palme, fruits du palmier à huile, produisent deux 

types d’huiles utilisées dans l’agroalimentaire et l’oléochimie : l’huile de palme est issue de la 

pulpe et l’huile de palmiste est issue de l’amande. Cette rentabilité élevée a conduit à 

l’expansion rapide et à grande échelle de ce système agricole dans le sud-est asiatique. 
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L’Indonésie et la Malaisie représentent 90% de la production et du marché mondial d’huile de 

palme (Figure 16). L’Indonésie est aujourd’hui le premier producteur mondial avec plus de 19 

millions de tonnes d’huile produite pour l’année 2010 et près de huit millions d’hectares 

alloués à cette production (Ministry of Agriculture of Indonesia 2009 dans Rist et al. 2010). 

Cette production est partagée entre les grandes entreprises et les petits producteurs, qui 

occupent 35 à 40 % des surfaces plantées en palmiers pour 33 % de la production (Vermeulen 

& Goad 2006). Ces plantations sont des monocultures intensives qui s’étendent sur des 

milliers d’hectares, voire des dizaines de milliers d’hectares dans certaines régions. La surface 

occupée par les plantations de palmiers à huile en Indonésie a augmenté de 103% entre 2001 

et 2008. 

 
Figure 16. Quantités moyennes de production d’huile de palme en tonnes par pays de 1992 à 2010. 
La couleur vert foncé correspond à l’Indonésie et la Malaisie. Les données ont été générées sur le site 
web  FaoStat (http://faostat3.fao.org) 

 
Comme chaque espèce agricole, le palmier à huile possède ses parasites (e.g. Limacodidae), 

ses maladies (e.g. Ganoderma) et ses ravageurs. Les rats sont les principaux mammifères 

ravageurs des noix de palmes. Ils constituent des populations invasives de 100 à 600 
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individus/hectare dans les palmeraies (Wood & Fee 2003), et sont à l’origine de dégâts 

importants : 5 à 10% de perte de production d’huile (Wood & Fee 2003, Liau 1990).  

 

I.6.2. MODELE D’ETUDE : LES RONGEURS 
 
Dans les jeunes palmeraies les rongeurs provoquent des dégâts sur les parties végétatives des 

jeunes plants, pouvant nécessiter leur remplacement. En palmeraies matures, les dégâts sont 

concentrés directement sur les fruits, et indirectement sur les inflorescences mâles où les 

rongeurs se nourrissent des larves des insectes pollinisateurs (Wood 1982). Dans les 

palmeraies matures, le régime alimentaire de ces rongeurs est composé à 96% de noix de 

palme (Liau 1990 ; Wood & Liau 1984). Ils nichent au sommet des palmiers et au sol, sous 

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

 
Les espèces de rongeurs identifiées dans les palmeraies en Malaisie sont principalement le rat 

des rizières Rattus argentiventer (Robinson & Kloss, 1916), le rat des champs malais Rattus 

tiomanicus (Miller, 1900), et le rat noir asiatique Rattus R3  (sensu Pagès et al. 2010) 

également nommé Rattus rattus diardii (Jentink, 1880) (Wood & Fee 2003).  

 

Le rat des rizières Rattus argentiventer est généralement présent dans les pépinières et les 

jeunes palmeraies. Les deux autres espèces occupent les plantations matures (Wood 1968 ; 

Wood 1982). C’est une espèce native de l’Indonésie, naturellement présente dans les prairies 

marécageuses. Elle a aujourd’hui envahi les rizières et les plantations de palmiers à huile 

(Payne et al. 1985). 

Le rat des champs malais Rattus tiomanicus est présent dans les palmeraies matures. C’est 

une espèce endémique de l’Indonésie, native du plateau continental de Sunda (Sumatra, Bali, 

Java, Bornéo, et les îles alentours). Son habitat naturel est composé de milieux arbustifs ou 

broussailleux, tel que les forêts secondaires et les prairies (Payne et al. 1985). Cette espèce 

arboricole est très agile et très bien adaptée aux plantations de palmiers à huile.  
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La taxonomie du rat noir asiatique Rattus R3 est cryptique. Ce clade est très proche de celui 

du rat asiatique des maisons Rattus tanezumi (Temminck, 1844) (Aplin et al. 2011 ; Pagès et 

al. 2010). Bien que différenciées par l’analyse de l’ADN mitochondrial (e.g. barcoding), ces 

deux entités ne peuvent être différenciées par l’analyse des marqueurs nucléaires (e.g. 

microsatellites) (com. pers. Pagès 2011). Dans ce travail de thèse, les deux entités Rattus R3 

et Rattus tanezumi sont considérées dans un clade commun Rattus tanezumi/R3. Ce clade est 

originaire du Sud-Est asiatique, et a probablement été introduit en Indonésie dans le plateau 

continental de Sunda. C’est un commensal de l’homme et son habitat naturel est 

probablement la lisière des forêts (Salibay & Luyon 2008 ; Rickart et al. 2011). Il a été 

observé dans les palmeraies à partir des années 1980 et devient de plus en plus fréquent 

(Wood & Fee 2003 ; Basri & Halim 1985 dans Hafidzi & Saayon 2001). 

 

Rattus tiomanicus est l’espèce dominante des palmeraies matures (Wood & Fee 2003 ; 

Hafidzi & Saayon 2001). 

 

I.6.3. GESTION DES RONGEURS 
 
La lutte anti-rongeurs dans les plantations de palmiers à huile est basée sur deux stratégies 

complémentaires : la lutte chimique aux anticoagulants AVK, et depuis 1994 la lutte 

biologique. 

 
La lutte biologique est basée sur l’introduction de la chouette effraie Tyto alba (Scopoli, 

1769), un prédateur naturel des rongeurs. Cependant, l’introduction de ce prédateur n’est pas 

toujours possible, par exemple à Bornéo, où il pourrait y avoir une compétition inter-

spécifique avec une espèce de chouette locale (com. Pers. Sudharto 2009). Certaines 

plantations sont donc uniquement traitées par AVK, lorsque l’introduction de la chouette n’est 

pas en vigueur. 

Lorsque l’introduction de la chouette effraie est possible, l’AVK utilisé est le coumatétralyl, 

un anticoagulant de première génération. Des études montrent que l’intoxication secondaire 

au coumatétralyl est faible pour les prédateurs et les charognards (O’Connor et al. 2003). Bien 
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que possédant une demi-vie hépatique relativement longue, de 55 jours chez le rat (Fisher et 

al. 2003) et de 15,8 jours chez la souris (Vandenbroucke et al. 2008), Cependant, la lutte anti-

rongeurs reste complexe. Par exemple, dans une plantation de Riau sur l’île de Sumatra, la 

seule utilisation de lutte biologique est efficace pour contrôler les populations de rongeurs. 

Par contre, sur l’île de Bangka, à l’Est de Sumatra, l’intensification des techniques de lutte ne 

suffit pas à contrôler les populations de rongeurs (trois fois plus de chouettes, abaissement des 

seuils de traitements au coumatétralyl, et utilisation de chiens pour la chasse), et un processus 

de résistance aux AVK est envisageable. 

 

I.6.4. OBJECTIFS DE LA THESE 
 
Ce présent travail s’inscrit dans la problématique de lutte contre les ravageurs en milieu 

agricole. Les plantations de palmiers à huile en Indonésie constituent un modèle d’étude 

pertinent, car ce sont des agro-écosystèmes de très grande échelle. La gestion durable de ces 

plantations constitue un enjeu écologique et économique mondial. La lutte contre les 

populations invasives de rongeurs demeure problématique dans certaines plantations. Or, le 

développement d’une lutte anti-rongeurs adaptée est une composante de la gestion durable de 

ces grandes monocultures. 

 

L’étude de ces rongeurs en conditions naturelles est primordiale. Jusqu’à présent, très peu 

d’études ont été menées sur les rongeurs ravageurs des palmiers à huile, et la plupart ont été 

réalisées en Malaisie (Wood et al. 2003; Hafidzi & Saayon 2001).  

 

L’objectif de cette thèse pluridisciplinaire est d’améliorer les connaissances sur la biologie de 

ces ravageurs peu étudiés, dans le but de fournir des outils nécessaires au développement de 

stratégies de lutte adaptées. Nos sites d’études sont localisés dans des plantations matures en 

Indonésie, où la gestion anti-rongeurs est standardisée (partie II.1.1). 

 

 

Le travail réalisé au cours de ce projet s’est articulé autour de trois axes de recherche : 
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1- Le premier axe de recherche a été réalisé à l’échelle nationale. L’objectif de cette 

étude était d’estimer les facteurs environnementaux impliqués dans les processus 

d’invasion. Dans un premier temps, un inventaire a été réalisé dans l’ensemble du 

pays afin de déterminer les espèces présentes dans ces agro-écosystèmes et leur 

distribution. Dans un second temps, une approche corrélative a été utilisée afin 

d’étudier l’influence des facteurs environnementaux sur les distributions relatives de 

ces espèces.  

 

2- Le deuxième axe de recherche a été réalisé à l’échelle de l’habitat cultivé. L’objectif 

était de déterminer localement les patrons de dispersions spatiales des populations 

invasives. Une étude comparative a été menée dans trois palmeraies aux 

caractéristiques écologiques différentes (e.g. habitats adjacents) : à l’extrême Ouest du 

pays dans la région de Riau à Sumatra, sur l’île de Bangka, et à l’extrême Est du pays 

à Irian Jaya. La compréhension de la structure génétique spatiale de ces populations 

constitue une information cruciale pour une lutte adaptée. 

 

3- Le troisième axe de recherche a été réalisé à l’échelle de la population et de l’individu. 

L’objectif de cette étude était de rechercher l’existence d’un processus de résistance 

aux pesticides et de déterminer le mécanisme à l’origine de ce processus. L’étude a été 

menée sur deux populations distinctes : une population « sous contrôle » sans lutte 

chimique (à Riau, Sumatra) et une population invasive fortement exposées aux 

anticoagulants AVK (à Bangka). Ces connaissances permettent d’évaluer l’efficacité 

de la lutte chimique.  
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II. MATERIELS ET METHODES 

 

II.1. ECHANTILLONNAGE 

II.1.1. SITES D’ETUDE 
 

Tous les sites d’étude sont des plantations de palmiers à huile matures, âgées de plus de dix 

ans, réparties dans toute l’Indonésie. Toutes ces plantations font l’objet d’un système de lutte 

standardisé d’approches multiples. La lutte biologique est largement développée dans les 

plantations matures. Elle consiste en l’introduction d’un couple de chouette effraie Tyto alba 

par parcelle de 30 hectares. La lutte chimique est également très répandue dans les plantations 

matures lorsque l’introduction de la chouette effraie est impossible (e.g. compétition avec une 

espèce locale), ou lorsque les dégâts enregistrés deviennent importants malgré la présence de 

cette dernière. Le traitement chimique utilise généralement un anticoagulant de première 

génération dérivé de la warfarine, le coumatétralyl, qui n’est pas toxique pour la chouette. Le 

traitement a lieu lorsque les dégâts enregistrés dépassent 10% de la récolte d’une parcelle de 

30 hectares. Les appâts utilisés sont des blocs paraffinés formulés avec 1,125 ppm (parties par 

million) de coumatétralyl. La technique consiste à disposer un appât au pied de chaque 

palmier, remplacé tous les trois jours jusqu’à ce qu’il ne soit consommé qu’à 20%. Dans le 

cas où la chouette est absente, les AVK utilisés sont des molécules de seconde génération, 

(plus toxiques). 

 

Afin de caractériser les populations de rongeurs invasives de cet agro-écosystème, un 

échantillonnage non exhaustif a été réalisé à travers l’Indonésie dans vingt-quatre plantations 

de palmiers à huile (Figure 18). L’estimation de la distribution des espèces de rongeurs et des 

facteurs l’influençant a été calculée à partir de cet échantillonnage (cf. partie II.1).  

 

Parmi ces vingt-quatre sites, trois sites d’études ont été choisi pour des études plus 

approfondies : Riau, Bangka, et Irian Jaya (Figure 18). La structure génétique des populations 
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a été étudiée dans ces trois sites distincts (cf. partie II.2), choisis pour leurs caractéristiques 

écologiques très contrastées (e.g. situation géographique, typologie du paysage adjacent). 

 

Le site d’échantillonnage de Riau est une plantation mâture de 23 ans d’une superficie de 

5000 hectares, localisée sur l’île de Sumatra (E: 100°54’ - 102°10’; N: 01°16’ - 0°20’) à 

l’extrême Ouest de l’Indonésie. La région de Riau se trouve dans la plus grande zone de forêts 

de plaine humide, de marais tourbeux et de mangroves de Sumatra (Whitten et al. 2000). 

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

 

Le site d’échantillonnage de Bangka est une plantation mâture d’approximativement 16 ans 

d’une superficie de 5000 hectares. Elle est située sur une île de la province de Bangka-

Belitung (E: 104°50' - 109°30'; S: 0°50' - 4°10'), au Sud-Est de l’île de Sumatra. L'habitat 

naturel de ce site est essentiellement composé d’habitats particuliers de forêts de plaine, décrit 

comme heath forest ou végétation padang, poussant sur des sols sableux très pauvres en 

éléments nutritifs (Whitten et al. 2000). Cette plantation est entourée de milieux agricoles 

variés (plantations de palmier à huile, cultures de poivre) et de forêts secondaires. 

 

Le site d’échantillonnage d’Irian Jaya est constitué de deux plantations matures adjacentes 

d’approximativement 16 ans et d’une superficie de 5000 hectares chacune. Elles sont 

localisées sur l’île de Papouasie à l’extrême Est de l’Indonésie. L’habitat naturel de ce site est 

principalement composé de forêts primaires. Contrairement aux deux sites précédents, inclus 

dans une matrice paysagère agricole, ce troisième site est enclavé dans une matrice de forêts 

primaires. 
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Figure 18. Localisation géographique des sites d’échantillonnage des rongeurs dans les 
plantations de palmiers à huile en Indonésie. Le numéro correspond au code utilisé dans la première 
étude (cf. partie II.2.) pour différentier les différents sites. Les sites de Riau (n°22), de Bangka (n°1, 
n°3) et d’Irian Jaya (n°13 et n°16)  ont fait l’objet d’études approfondies (cf. partie II.3. et II.4.). 
 
Les sites de Riau et de Bangka ont également fait l’objet d’études approfondies concernant la 

recherche des mécanismes de résistance (cf. étude II.3). Ils ont été choisis pour leurs 

différences marquées dans la gestion anti-rongeurs. Le site de Riau était uniquement géré par 

la lutte biologique depuis au moins six ans, contrairement au site de Bangka qui était 

systématiquement traité au coumatétralyl depuis au moins sept ans. Dans ce site, les dégâts 

enregistrés étaient importants et les techniques de lutte avaient été renforcées : jusqu’à trois 

fois plus de chouettes ont été introduites en plus du développement de la pratique d’une 

chasse avec des chiens. De même les seuils d’utilisation de raticide avaient été abaissés : le 

traitement commençait lorsque les dégâts enregistrés atteignent 5% de la récolte et s’arrête 

quand la consommation des appâts atteignait 15%. Selon l’année, l’utilisation de raticides à 

base de coumatétralyl à Bangka, variait de 1-2 kg/ha. Les deux années précédant l’étude, 

aucun autre pesticide n’avait été utilisé à Bangka (e.g. fongicides, insecticides). 
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II.1.2. METHODE DE CAPTURE ET MATERIEL BIOLOGIQUE 
 

L’ensemble de l’échantillonnage a été conduit au cours de l’année 2009 et durant le mois 

d’octobre 2010. 

Tous les animaux ont été capturés avec des pièges de type Sherman, qui permettent de 

capturer les micromammifères vivants (Figure 19). Chaque piège a été appâté avec des 

morceaux de noix de palme fraiche afin d’optimiser la capture de rongeurs consommateurs de 

noix de palme plutôt que d’améliorer les taux de capture avec un appât plus appétant. 

Chaque session de capture a été réalisée selon une méthode classique basée sur l’élaboration 

d’une grille de piégeage. Cette grille comportait des lignes de dix pièges disposés avec un 

intervalle régulier d’environ un mètre. Le nombre de lignes étant variable selon l’étude 

(respectivement 2, 5 et 10 pour les parties  II.2, II.3, et II.4), les pièges ont donc été disposés 

uniformément pour couvrir une surface rectangulaire variant d’environ 20-100m². Les pièges 

ont été disposés durant une nuit (période d’activité maximale des rongeurs). Il a été 

précédemment démontré que le biais engendré par cette méthode de capture est faible pour 

l’étude démographique de ces populations en conditions naturelles, car le succès de capture 

des espèces invasives des palmiers à huile dans le Sud-Est asiatique (i.e. R. tiomanicus et R. 

tanezumi-R3) est grand (Wood 1984 dans Wood & Fee 2003). 

 

Les rongeurs capturés ont été rapidement emmenés dans un laboratoire de terrain pour être 

euthanasiés et analysés (morphométries, autopsies, récolte d’échantillons biologiques, 

photographies). L’euthanasie a été conduite par inhalation de chloroforme ou par rapide 

dislocation cervicale. Les mesures morphométriques ont été réalisées suivant le protocole 

décrit dans le manuel de Herbreteau et al. (2011). Un morceau de tissu (queue ou oreille) a été 

prélevé et conservé à +4°C dans un microtube rempli d’alcool à 70° pour procéder à des 

analyses génétiques ultérieures (parties II.1.3, II.3.1 et II.4.2). Les corps ont ensuite été 

conservés dans l’alcool pour les études futures ou les éventuelles collaborations futures. Les 

sujets expérimentaux concernant l’étude physiologique et génétique de la résistance au 

coumatétralyl ont été maintenus 24 heures en captivité avant d’être euthanasiés (cf. partie 

II.4.). 



 

 

 

 

71 

 

 

 

 
Figure 19. Illustration d’une session de piégeage (photos personnelles) 
 
 

Pour chaque individu capturé, les coordonnées géographiques ont été enregistrées avec un 

GPS (Global Positioning System) portatif sous le système de référence géodésique WGS84 

(World Geodetic System 1984). 
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II.1.3. IDENTIFICATION MOLECULAIRE DES ESPECES 
 
Les espèces de rongeurs ont été identifiées en utilisant des critères morphologiques (Aplin et 
al. 2003). Pour éviter les problèmes d’identification, les animaux ont également été identifiés 
en utilisant la méthode du barcoding, une approche moléculaire basée sur l’analyse des 
variations du gène CO1 (oxydase cytochrome 1) de l'ADN mitochondrial (Hebert et al. 2003). 
L'ADN a été extrait à partir des échantillons de tissus biologiques avec le réactif 
DirectPCRLysis (Viagen). Une réaction de polymérisation en chaîne (PCR) a été réalisée 
avec les amorces suivantes : l’amorce Sens « BatL5310 » (5'-
ACTTCTGGGTGTCCAAAGAATCA-3') et l’amorce Anti-Sens « R6036R » (5'-
CCTACTCRGCCATTTTACCTATG-3'). Les paramètres de cycles thermiques ont été les 
suivants: 4 min à 94° C, suivi de 40 cycles de 30 s à 94° C, 30 s à 48° C et 1 min à 72° C, puis 
une période d'extension finale de 10 min à 72° C. 
Avant séquençage (Eurofins MWG / Operon), les amplicons ont été vérifiés par 
électrophorèse dans un gel d'agarose coloré avec 1,5% de bromure d'éthidium. 
L’identification des espèces a ensuite été réalisée avec l’outil de barcoding de RodentSEA, 
récemment développé pour les rongeurs du Sud-Est asiatique, qui est disponible gratuitement 
sur le site internet http://www.ceropath.org/barcoding_tool/rodentsea (Chaval et al. 2010). 
Lorsque la base de données n’était pas suffisante pour identifier les espèces, deux outils 
complémentaires  ont été utilisés : l’outil analytique développé par Barcode of Life Data 
(BOLD) disponible sur le site http:// www.barcodinglife.com (Ratnasingham & Hebert 2007), 

ainsi que la méthode BLAST de National Center for Biotechnology Information (NCBI), 
disponible sur le site www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. 
 
En combinant ces approches (morphologiques et moléculaires), il a été possible d’identifier 
de manière fiable les différentes espèces de rongeurs avant de procéder à l’étude génétique. 

 

II.2. INFLUENCE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX SUR L A 
DISTRIBUTION DES ESPECES 

 

II.2.1. JEUX DE DONNEES 
 
377 micromammifères ont été capturés et identifiés par une approche moléculaire (barcoding) 

dans vingt-quatre palmeraies matures réparties dans toute l’Indonésie (Figure 18). La position 

géographique a été enregistrée pour chaque site. Les détections d’espèces ont été 

cartographiées et l’abondance relative des espèces dominantes a été calculée. Seules les deux 
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espèces dominantes (Rattus tiomanicus et le Rattus tanezumi-R3) et les sites possédant plus de 

cinq individus (n= 21 sites) ont été conservés pour l’analyse statistique. Ainsi, il a pu être 

établi une cartographie pertinente de la distribution relative des espèces. 

 

L’analyse statistique utilisée est une analyse en composantes principales (PCA) intégrant une 

variable d’intérêt et trois catégories de variables explicatives. La variable d’intérêt  est une 

variable quantitative discrète (positive ou nulle) de l’abondance relative des deux espèces, 

recensées sur un site de coordonnés X, Y. Les trois catégories de variables explicatives sont 

issues de « rasters » (couches de données pixélisées) disponibles sur internet : Bioclim 

(http://www.worldclim.org), Human Footprint V2 (http://www.ciesin.columbia.edu), et 

GlobCover (http://ionia1.esrin.esa.int). 

 

La première catégorie de variables explicatives, issue du jeu de données Bioclim (Hijmans 

et al. 2005) a été utilisée pour étudier l’influence des paramètres bioclimatiques sur la 

distribution des espèces. Avec une résolution spatiale de l’ordre du kilomètre, Bioclim est 

constitué de dix-huit variables dérivées des températures et des précipitations mensuelles. Ces 

variables ont été générées à partir d’enregistrements de l’année 1950 à 2000. Elles  apportent 

souvent une explication biologique pour la distribution des espèces, car elles représentent des 

tendances annuelles, saisonnières moyennes ainsi que leurs extrêmes, qui sont potentiellement 

des facteurs environnementaux limitant pour la survie d’une espèce. 

 

La deuxième catégorie de variables explicatives est le jeu de données Human Footprint V1 

(Sanderson et al. 2002) élaboré autour de l’année 2000, avec une résolution spatiale de un 

kilomètre. Human footprint mesure l’influence de l’homme sur le paysage à partir de 

nombreux paramètres (e.g. routes, infrastructures, densités de population, milieux agricoles). 

Cette catégorie de variable est importante car de nombreuses études rapportent que les 

populations de rongeurs invasives des plantations de palmiers à huile appartiennent souvent à 

des espèces commensales de l’homme (Rattus tanezumi-R3). 
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La troisième catégorie de variables explicatives est le jeu de données Globcover qui est une 

variable qualitative discrète de 300 mètres de résolution spatiale. Globcover donne une 

description graduelle de la couverture paysagère, telle que le degré d’inondation ou le degré 

de couverture naturelle, qui caractérise la végétation du paysage (e.g. forêt, plaine, marécage) 

en vingt-trois classes d’habitats. Les indices Globcover utilisés dans l’analyse statistique sont 

dérivés de données satellites datant de décembre 2004 à juin 2006 et de janvier à décembre 

2009. Des indices de fragmentation du paysage ont été calculés à partir des zones tampon 

extraites de ce troisième jeu de données : 

(1) la proportion paysagère, codée « l_p » (i.e. landscape proportion), qui est le pourcentage 

de pixels de chaque classe d’habitat inclu dans la zone tampon, c’est-à-dire la surface cumulée 

des patchs d’une classe d’habitat rapportée à la surface totale analysée  

(2) la bordure paysagère, codée « e_d » (i.e. edge density),  qui est le nombre total de côtés de 

pixels d’une classe d’habitat adjacents avec un pixel d’une autre classe d’habitat, c’est-à-dire 

le périmètre cumulé des patchs de chaque habitat inclu dans la zone tampon  

(3) la densité des habitats, codée « p_d » (i.e. patch density), qui divise le nombre de patch 

d’une classe d’habitat par la surface cumulée occupée par cet habitat, c’est-à-dire le nombre 

de patch par kilomètre carré. L’ensemble des données métriques ont été générées avec le 

logiciel GRASS GIS. 

 
 

II.2.2. ANALYSE STATISTIQUE MULTIVARIEE 
 
Comme la résolution spatiale des différents jeux de données est hétérogène, et que les sites 

échantillonnés sont des grandes matrices agricoles homogènes d’environ 5 000 hectares, des 

zones tampon de dix kilomètres de rayon ont été extraites de chaque raster autour des 

coordonnées spatiales de chacun des sites (Figure 20). L’utilisation de ces zones tampons 

permet d’inclure une partie de la matrice environnementale adjacente de chaque plantation, 

qui est susceptible d’influencer la distribution relative des espèces. Les zones tampon ont été 

extraites de chaque raster avec le logiciel GRASS GIS (Neteler et al.2012). 
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Figure 20. Illustration d’extraction des zones tampons (buffer). A gauche, le raster Globcover de 
Sumatra, avec les sites d’études en point noir. A droite, la carte de Sumatra dont seules les zones 
tampon du Globcover ont été conservées pour chaque site.  

L’analyse en composantes principales (PCA) a été réalisée sur l’ensemble des jeux de 

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

 

II.3. PATRONS DE DISTRIBUTION LOCALE DES ESPECES IN VASIVES  

II.3.1. MATERIEL BIOLOGIQUE ET GEOGRAPHIQUE 
 
Dans les habitats environnants 

Un échantillonnage complémentaire a été réalisé à Bangka et à Irian Jaya, afin d’évaluer la 

présence de rongeurs invasifs dans d’autres habitats présents dans l’environnement cultivé. 

Dans chaque site, deux villages situés à l’intérieur des plantations, ainsi que deux habitats 

naturels adjacents aux plantations ont été échantillonnés par une session de piégeage. A Irian 

Jaya, cette méthode d’échantillonnage non exhaustive a permis de capturer quinze animaux 

dans deux habitats forestiers (n=13 et n=2) et vingt-neuf animaux dans deux villages (n=19 et 

n=10). A Bangka, un total de trente-trois micromammifères a été capturé dans deux habitats 

forestiers (n=17 et n=16) et treize rongeurs ont été piégés dans deux villages distincts (n=9 et 

n=4). 
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Un autre village a été échantillonné à proximité du site de Riau. Ce village d’une dizaine 

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

plantations aux villes commerciales. Trente-deux rongeurs ont été capturés 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 plantations de palmiers à huile matures 

de Riau (n=179), Bangka (n= 108) et Irian Jaya (n=89) (Figure 21). Les rongeurs de Riau ont 

été échantillonnés en groupes de 19 à 20 individus sur 10 points d’échantillonnage à des 

intervalles de distance variables pour inclure différentes échelles spatiales. Un 

échantillonnage individuel a été réalisé dans les sites de Bangka et d’Irian Jaya. Tous les 

animaux ont été identifiés sur la base de critères morphologiques et certains d’entre eux ont 

été identifiés par une approche moléculaire (i.e. barcoding). 

Seuls les individus appartenant à l’espèce invasive ont été utilisés pour les analyses de 

génétique des populations décrites ci-dessous. 

 

 
Figure 21. Echantillonnage des rats (R. tiomanicus et R. tanezumiR3) ayant servi aux analyses 
génétiques dans les trois sites. 

Distance max: 
6 106m 

Riau (n=179) 

Distance max: 
17 444m 

Bangka (n=108) 

Distance max: 
20 523m 

Irian Jaya (n=89) 
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Les coordonnées spatiales 

 

Les coordonnées géographiques ont été enregistrées pour chaque animal avec un GPS manuel 

sous un système de géoréférencement WGS84. Il a été nécessaire de convertir ces données en 

distances métriques pour obtenir les distances spatiales séparant chaque individu. Les 

coordonnées angulaires (latitude et longitude) ont été projetées dans un système de 

coordonnées cartésiennes à deux dimensions avec le logiciel postGIS (postGIS 2007) en 

utilisant les zones UTM (Universal Transverse Mercator) correspondant à la localité 

géographique des sites d’étude : N47 pout Riau, S48 pour Bangka, et S54 pour Irian Jaya. 

Cette transformation est peu biaisée pour les localités proches de l’équateur comme 

l’Indonésie. Les matrices de distances euclidiennes inter-individuelles ont été construites avec 

le logiciel SPAGEDI (Hardy & Vekemans 2002) pour chacun des sites. 

 
 
Les microsatellites 

 

L’ADN génomique a été extrait à partir des échantillons tissulaires avec le kit d’extraction 

DirectPCRLysis Reagent (Viagen). Pour quantifier les variations génétiques de tous les rats 

échantillonnés, les réactions en chaîne de la polymérase (PCR) ont été réalisées avec des 

amorces de sept loci microsatellite (Tableau 2). Certains de ces marqueurs ont été développés 

sur Rattus norvegicus (Jacob et al. 1995) et ont été utilisés dans des études de génétique des 

populations chez Rattus rattus (Gilabert et al. 2007; Abdelkrim et al. 2005b). Les autres 

marqueurs utilisés ici ont été initialement caractérisés pour Rattus rattus (Loiseau et al. 2007).  

 

Les sept loci polymorphiques ont été amplifiés par deux PCR touchdown indépendantes 

(D10Rat20 et D18Rat75) et deux PCR multiplex différentes (pour Rr114, Rr068, D11Mgh5, 

et pour Rr021, D11Rat56). Les amorces Sens (Forward) ont été marquées avec différents 

fluorochromes afin de permettre les analyses simultanées des loci ayant des longueurs 

d’allèles similaires. Les deux PCR touchdown ont été initiées par une étape d’activation à 95 

°C for 15 min, suivies par 8 cycles de [dénaturation à 94°C pendant 30 sec - hybridation à 

53°C pendant 1 min 30 sec (avec diminution de la température de 1°C par cycle) - élongation 
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à 72°C pendant 1 min 30 sec], et terminées par une extension finale à 60°C pendant 30 min. 

Les deux PCR multiplex ont été initiées à 95°C pendant 15 minutes, suivies par 40 cycles (30 

sec à 94°C, 1 min 30 sec à 60°C, et 1 min à 72°C) et terminées par une élongation finale à 

60°C pendant 30 min. 

 

Primer No 
Forward 
Sequence 

Reverse 
Sequence 

Repeat 
Motif 

PCR 
Product Size 
(bp) 

Dye 
GenBank 
Accession No 

PCR 
No 

Bib. 
Ref. 

D10Rat20 GAAATGGCCAG
GATAAACCA 

AGTGATTGCC
ATACCTGCCT (TG) 113-129 FAM UniSTS:118165 3 1 

Rr021 AGTCAGTGTGG
AGCAGGCA 

GAGAAATTCA
AACCTCAACT
GC 

(GT) 207 FAM EU272139 2 2 

Rr114 GCTGTGGCTAG
AATCCAAGG 

ATGAGGCCTG
TGGACGGTA 

(GT) 
(GA) 

356 FAM EU272137 1 2 

D18Rat75 ACCCACATTGA
ACAGAACCA 

CACACTCAGG
TGGAAAAGCA 

 184 HEX UniSTS:118478 4 1 

D11Mgh5 
GAATCGATTGA
CAGATGTCTGT
G 

CAGCTCTAATT
CCAGAAAGGT
TT 

 242 HEX UniSTS:118224 1 1 

Rr068 
GACTTCCTATC
CAGACAGAG 

CTGAAGCTAT
AAAGTGAGAT
CTA 

(GT) 106 NED EU272143 1 2 

D11Rat56 ATGCCCACACA
TGAGTGAAA 

GCCAAGTCTT
TTCAAGTGCG  195 NED UniSTS:226416 2 1 

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

Après les PCR, la qualité des amplicons a été vérifiée sur gel d’agarose coloré au bromure 

d’éthidium, puis les amplicons ont été séquencés (Eurofins MWG/Operon). Chaque individu 

a été génotypé par deux lectures indépendantes avec le logiciel GeneMapper (Applied 

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

 
Comme tous les individus n’ont pas été identifiés par barcoding, la première étape était de 

vérifier de manière exploratoire que tous les individus appartenaient à la même espèce. Une 

espèce est communément définit comme un groupe d’organismes avec un isolement 

reproductive intrinsèque. Ce concept est basé sur l’absence de flux de gènes entre les groupes, 

pouvant ainsi évoluer indépendamment et accumuler des différences dues à des adaptations 

locales ou à la dérive génétique. Des espèces en fin de spéciation peuvent ainsi se séparer en 

groupes génétiques (Hausdorf & Hennig 2010). Pour visualiser les connexions génétiques 
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entre les rats des populations échantillonnées, une analyse factorielle des correspondances 

(AFC) a été réalisée avec le logiciel GENETIX 4.0 (Belkhir et al. 2000) avec le jeu de 

données microsatellites pour chacun des sites. Cette analyse a permis de projeter 

graphiquement les individus sans assignation à priori à partir des profils génétiques multi-

locus. Couplée avec les identifications moléculaires (i.e. barcoding), cette approche 

exploratoire descriptive a permis de confirmer les identifications morphologiques des espèces 

sur le terrain. 

 

II.3.2. ANALYSES STATISTIQUES 
 
Toutes les analyses ont été réalisées sur les jeux de données microsatellites 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 l’équilibre génotypique de Hardy-Weinberg (avec 1 000 permutations)  

(2) Test exact pour le déséquilibre de liaison entre chaque paire de loci qui permet d’identifier 

si les loci utilisés sont physiquement proches auquel cas leur valeur informative serait biaisée 

(3) Estimation du FIS (Weir & Cockerham 1984) qui mesure l’écart à l’équilibre théorique 

d’Hardy-Weinberg au sein d’une population. 

Les FST (Weir 1996) non biaisés ont été calculé entre les différents sites d’études avec le 

logiciel FreeNA (Chapuis & Estoup 2007) et la méthode ENA pour mesurer les écarts à 

l’équilibre d’Hardy-Weinberg entre les populations. Pour chaque locus, la valeur 

d’hétérozygotie observée et la valeur non biaisée d’hétérozygotie attendue (Nei 1973) ont été 

calculées avec le logiciel GENETIX 4.0 (Belkhir et al. 2000). 

 

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

erreurs de génotypage, dus à des artefacts techniques (stuttering, dropout, allèles nuls), 
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sources potentielles d’un déficit apparent d’hétérozygotes (Pompanon et al. 2005). Le logiciel 

FreeNA a permis d’estimer les fréquences d’allèles nuls pour détecter des « faux 

homozygotes ». 

 Les marqueurs microsatellites détectés pour avoir des allèles nuls, c’est-à-dire des allèles non 

amplifiés au cours de la PCR, n’ont pas été retirés des analyses d’assignation et de de 

structure génétique spatialisée, car la probabilité des fréquences d’allèles nuls était modérée (r 

< 0.20). Les allèles nuls réduisent légèrement la puissance des tests d’assignations sous le 

logiciel STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) mais n’affectent pas le résultat global de ces 

tests (Carlson 2008), et les analyses basées sur la distance géographique sont tout aussi 

performantes (Cornuet et al. 1999). 

Le nombre d’allèles observé dépend fortement de la taille des échantillons. Ainsi, la richesse 

allélique a été calculée avec le logiciel FSTAT (Goudet 2001) qui pondère le nombre d’allèle 

par la taille de l’échantillon et limite le biais dû à l’échantillonnage. 

 

 
Structure génétique des populations 

 

Les tests d’assignation ont été réalisés avec le logiciel STRUCTURE pour estimer le nombre 

de dèmes (sous-population) présents dans les sites échantillonnés sans à priori. L’algorithme 

MCMC (Markov Chain Monte Carlo) permet de regrouper des individus dans des populations 

à l’intérieure desquelles les loci sont considérés à l’équilibre d’Hardy-Weinberg et en 

équilibre de liaison. Les paramètres utilisés ont été les suivants : modèle avec admixture (α=1) 

et fréquences alléliques corrélées. Le nombre de répétition de la chaine de Markov a été fixé à 

600 000 itérations après une période de mise en route de 300 000 itérations pour minimiser 

l’effet de configuration de l’allumage. Avec ces paramètres, les probabilités ln Pr(X|K) ont été 

estimées pour un nombre de dèmes K compris entre 1 et 10 avec 100 répétitions pour chaque 

valeur de K testée. Une analyse globale incluant tous les sites d’étude a également été réalisée 

avec un modèle de fréquences alléliques indépendantes, qui suppose des fréquences alléliques 

différentes pour chaque site. 
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Les probabilités obtenues ln Pr(X|K) ont été corrigées avec la méthode Evanno qui calcule un 

meilleur prédicteur du nombre de population �K à partir des probabilités obtenues avec 

STRUCTURE (Evanno et al. 2005). Ce test ad hoc a été réalisé avec l’application internet 

Structure Harvester v.0.6 (Earl et al. 2011). Parmi les 100 itérations réalisées sous 

STRUCTURE, plusieurs modes d’assignation des individus dans les populations peuvent être 

décrits. Le logiciel CLUMPP v.1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg 2007) a permis d’étudier ces 

différents modes. 

 

 
Structure spatiale des populations  

 

Les analyses réalisées avec les tests d’assignation de STRUCTURE ne permettent pas de 

détecter des structures graduelles telle que le patron d’isolement par la distance. Des tests 

d’autocorrélation spatiale ont été réalisés avec le logiciel SPAgeDI (Hardy & Vekemans 

2002), afin de calculer un coefficient d’apparentement moyen en fonction de la distance qui 

sépare deux individus. Les tests ont été réalisés avec 10 000 permutations aléatoires pour 

estimer la significativité des valeurs observées par rapport aux valeurs attendues dans une 

population sans structure spatiale. Le coefficient d’apparentement Fij défini par Loiselle et al. 

(1995) n’impose pas que les populations soient à l’équilibre d’Hardy-Weinberg (Vekemans & 

Hardy 2004). Le coefficient Fij est borné par [-1 ; +1]. Une valeur positive significative de Fij 

indique que les paires d’individus d’une classe de distance ont plus d’allèles en commun 

qu’attendu, alors qu’une valeur négative significative indique que ces individus ont moins 

d’allèles en commun qu’attendu. Les valeurs Fij non significatives indiquent que les 

génotypes sont distribués de manière aléatoire dans une classe de distance. Pour une meilleure 

comparaison, les classes de distances de 1000 mètres [0 ; 19000] ont été choisies pour les 

deux sites échantillonnés individuellement (Bangka et Irian Jaya). Pour éviter un biais des 

coefficients de corrélation pour le site de Riau, échantillonné en populations, les 

comparaisons ont été réalisées pour des classes de distances contenant un nombre de paires 

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

II.4.1. SENSIBILITE PHENOTYPIQUE AU COUMATETRALYL  
 
128 rats sauvages ont servi aux expérimentations du test BCR qui mesure la réponse 

physiologique à l’exposition aux anticoagulants AVK et permet de déterminer la sensibilité 

phénotypique d’une population (Prescott & Buckle 2000). Cinquante rats ont été capturés 

dans la plantation de Riau, non traitée aux anticoagulants, et soixante-dix-huit rats 

provenaient de la plantation de Bangka intensément traitée au coumatétralyl. Après leur 

capture, les animaux ont été maintenus 24h dans des cages individuelles avec de la nourriture 

ad libitum (noix de palme). Les rongeurs choisis pour les expériences étaient des rats adultes 

capturés en Mars et Avril 2009. Respectivement dix-neuf et trente-six rats de Riau et Bangka 

ont été identifiés par une approche moléculaire (barcoding). 

Les traitements sur les rongeurs ont été validés et approuvés par le comité d’éthique de 

Vetagro Sup de l’université de Lyon. Vingt-quatre heures avant la mesure du temps de 

coagulation (PT), différents groupes de rats (n ≥ 4) ont été exposés à une dose déterminée de 

coumatétralyl. Les doses ont été injectées par voie intra-péritonéale, qui équivaut aux 

applications orales (Pelz et al. 2005). La dose efficace (ED50) est définie comme la 

concentration d’AVK nécessaire pour obtenir une réponse positive chez au moins 50% de la 

population exposée au pesticide. Aucune expérience de ce type n’ayant été menée sur ces 

espèces asiatiques, la dose efficace pour les souches sensibles de rats bruns Rattus norvegicus 

(ED50Rn) a servi de référence pour les expérimentations (ED50= 0,36 mg.kg-1 pour les mâles et 

ED50= 0,44 mg.kg-1 pour les femmelles) (Prescott 2003). Chaque groupe de rats (n ≥ 4) a été 

exposé à une dose croissante de coumatétralyl de 0 à 32 fois la dose de référence (ED50Rn). Le 

groupe témoin (0 x ED50Rn) a reçu une injection de solution saline physiologique, et a servi à 

déterminer le temps de coagulation du sang basal de l'espèce. Vingt-quatre heures après 

l'injection, les rats ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane (Forene ®, laboratoire 

Abbot, France), puis une goutte de sang a été collectée par prise de sang intracardiaque et 

immédiatement transférée dans une cartouche IDEXX Coag Dx ™ afin de déterminer le 
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temps de coagulation (PT) avec l’appareil Coag Dx ™ (saturation à 100 secondes). 

L’euthanasie par dislocation cervicale a été réalisée rapidement aprés la prise du sang.  

 

II.4.2. AMPLIFICATION ET SEQUENÇAGE DE VKORC1  
 
Trente séquences de gène vkorc1 ont été étudiées chez des rats sélectionnés sur la base de leur 

réponse phénotypique au coumatétralyl. Le gène vkorc1 est constitué de trois exons dont le 

troisième comprend le site actif et la plupart des mutations conférant la résistance chez Rattus 

norvegicus. L’exon 3 a été séquencé chez treize rats de Riau et dix-sept rats de Bangka. Parmi 

ces individus, la séquence a été complètement analysée (exon1,2,3) pour huit individus de 

chaque site. 

L'ADN a été extrait à partir des échantillons de tissu collectés après l’euthanasie avec le kit 

Macherey-Nagel Nucleospin® Tissue (Hoerdt, France). La réaction en chaîne de la 

polymérase (PCR) a été réalisée comme décrit par Grandemange et al. (2010). Un amplicon 

de 2209 pb (paires de base) a été obtenu pour le gène vkorc1 complet, et un amplicon de 203 

pb a été obtenu pour l'exon 3. La qualité des amplicons a été vérifiée par électrophorèse sur 

gel d'agarose à 1,5% contenant du bromure d'éthidium, et conservés à + 4 ° C jusqu’au 

séquençage (Biofidal, Vaulx-en-Velin, France). 

Les séquences obtenues ont été alignées avec la séquence consensus du gène vkorc1 de Rattus 

norvegicus (ENSRNOT00000026347) de la base de données Ensembl 

(http://www.ensembl.org). Les mutations ont été détectées avec l'éditeur d’alignement 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 (Gouy et al. 2010) pour la 

reconstitution des gènes complet. Les haplotypes de vkorc1 ont 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 comparé avec les séquences vkorc1 

d'autres espèces de Rattus provenant de la base de données GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/): Rattus Losea de Chine (EF028346. 1) Rattus rattus 

alexandrinus de l'Ouganda (HM181983.1). 
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III. RESULTATS ET DISCUSSION 

 

III.1. DISTRIBUTION DES ESPECES 

III.1.1. INVENTAIRE QUALITATIF DES ESPECES 
 

Sept espèces de micromammifères ont été identifiées dans l’ensemble des 

palmeraies (Tableau 3). Les espèces connues pour être dominantes dans les plantations de 

palmiers à huile en Malaisie sont présentes dans la totalité des sites échantillonnés en 

Indonésie (n=24) : le rat asiatique des maisons Rattus tanezumi-R3 est présent dans 83,33% 

des sites (n=20) et le rat des champs malais Rattus tiomanicus est présents dans 45,83% des 

sites (n=11). Ces deux espèces sont sympatriques dans 29,16% des sites (n=7) (Figure 22). 

Pour chaque site, une des deux espèces semble dominante, car en sympatrie les proportions ne 

sont jamais équilibrées et au maximum l’espèce la moins représentée atteint 20% des captures 

(Tableau 3). 

 

 
Figure 22. Taux de présence des  espèces prédominantes dans les palmeraies 
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Region 
n° 

plantation 
Rattus 

tanezumi-R3 
Rattus 

tiomanicus 
Rattus 

argentiventer 
  Autres (n=1) Total 

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 whiteheadi 6 
  10 1 - - - 1 
  11 5 - - - 5 
  12 1 - - - 1 
Irian Jaya 13 10 - - Echymipera rufescens 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 espèces de micromammifères dans les palmeraies. Pourcentage 
d’identification dans les bases de données : Sundamys muelleri (99.69% BOLD), Maxomys whiteheadi 
(100% BOLD), Echymipera rufescens (92% NCBI), sp. non identifiée associée à Leggadina 
lakedownensis (88% NCBI) 
 

 
 Le rat des rizières Rattus argentiver, réputé pour occuper les plantations immatures, est 

présent dans 12,5% des sites (n=3), au nord de Sumatra, à Bangka et dans la région centrale 

de Bornéo, en sympatrie avec au moins une des deux espèces dominantes. Quatre espèces 

forestières endémiques ont également été identifiées, représentées à chaque fois par un seul 

spécimen, dont la description succinte est donnée dans la partie II.2.1 :  

- le rat géant de Müller Sundamys muelleri (Jentink, 1879) à Bangka 
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- le rat épineux à tête blanche Maxomys whiteheadi (Thomas, 1894) dans la région sud 

de Bornéo 

- une espèce identifiée à 92% comme étant un péramèle roux Echymipera rufescens 

(Peters & Doria, 1875) 

- une espèce inconnue identifiée à 88% comme une Souris du pays des lacs Leggadina 

lakedownensis (Watts, 1976) à Irian Jaya. Le degré de fiabilité de l’identification 

moléculaire n’est pas satisfaisant pour affirmer l’identité de ce dernier spécimen. 

 

La carte illustrant la distribution de chaque espèce (Figure 23) montre une légère variation 

clinale des distributions des deux espèces dominantes, selon un gradient longitudinal avec 

Rattus tanezumi-R3 plus présent à l’Est et Rattus tiomanicus principalement présent dans la 

partie Ouest de l’Indonésie. 

 

 
Figure 23. Carte de distribution des espèces prédominantes dans les palmeraies 
 
 

III.1.2. INFLUENCE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX 
 

L’ACP permet d’observer d’éventuels regroupements de facteurs. Pour une interprétation 

claire des résultats, deux représentations graphiques de l’ACP ont été réalisées (figure 24). La 

première figure illustre l’ensemble des variables bioclimatiques, ainsi que les autres variables 
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associées au premier axe (première composante principale, PC1). La deuxième figure 

représente l’ensemble des variables du couvert végétal et les autres variables associées à l’axe 

2 pour expliquer la deuxième composante principale (PC2). La variable « Human Footprint » 

et la variable d’intérêt correspondant à l’abondance relative des espèces dominantes sont 

représentées à chaque fois afin de les associer avec les variables environnementales 

explicatives.  

 

La contribution des axes à la variance totale est respectivement de 32,64 % pour PC1, 19,27% 

pour PC2 et 15,33%, pour PC3. PC1 et PC2 expliquent à eux deux plus de 50% de la variance 

totale. Le troisième axe (PC3) étant peu informatif sur les regroupements de facteurs, il n’a 

donc pas été retenu pour les interprétations. 

 

La première composante principale (PC1), est principalement représentée par les variables 

bioclimatiques. Quasiment toutes ces variables, exceptées « bio3 » et « bio18 », contribuent 

négativement à PC1. L’association de l’abondance relative des deux espèces aux variables 

bioclimatiques est légèrement différente. L’abondance relative de Rattus tiomanicus est 

faiblement associée aux variations climatiques sur PC1. A l’inverse,  l’abondance relative de 

Rattus tanezumi-R3 n’est pas associée à ces variables. Dans l’ensemble, la distribution 

relative des espèces n’est pas associée aux facteurs environnementaux. La variable 

anthropique Human Footprint contribue  légèrement aux valeurs négatives de PC1. Cet axe 

serait caractérisé par un gradient longitudinal, comme le montre la figure 25, où les valeurs 

absolues des coordonnées PC1 de chaque site d’étude ont été représentées géographiquement.  
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Figure 24. Projection des variables sur le plan factoriel. Pour plus de lisibilité, l’ACP est 
représentée sur deux figures distinctes. L’abondance relative et Human Footprint sont représentées sur 
les deux figures. (A) La figure indique l’ensemble des variables bioclimatiques, ainsi que les autres 
variables associées à la première composante principale (PC1). (B) La figure indique  l’ensemble des 
variables du couvert végétal et les autres variables associées à l’axe 2 pour expliquer la deuxième 
composante principale (PC2). 
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Figure 25. Projection géographique des valeurs absolues des coordonnées PC1 de chaque site 
d’étude. La dimension des carrés est proportionnelle à la valeur absolue attribuée à chaque site. La 
couleur symbolise le signe de cette valeur (blanc pour les valeurs négatives et noir pour les valeurs 
positives). 
 

La seconde composante principale (PC2) est représentée par l’abondance relative des espèces. 

L’abondance relative de Rattus tiomanicus contribue aux valeurs positives de PC2, alors que 

celle de Rattus tanezumi-R3 contribue aux valeurs négatives de PC2. La variable représentant 

les influences anthropiques « Human Footprint » contribue également aux valeurs négatives 

de PC2. 

Seulement deux variables de couverture végétale du jeu de données « GlobCover » 

contribuent à l’axe 1. Elles correspondent aux habitats 1 (forêts aux feuilles larges et 

persistantes) et 17 (Mosaïque de terres cultivées / Forêts / Autres végétations naturelles). 

L’habitat 1 contribue aux valeurs positives de PC1 et l’habitat 17 aux valeurs négatives de 

PC2. Les indices de fragmentation de la densité de ces habitats (d_p) contribuent aux valeurs 

positives de PC1 pour l’habitat 17 et aux valeurs négatives de PC2 pour l’habitat 1. 

Les autres variables de couverture végétale contribuent principalement à l’axe 2, Les variables 

11, 14 et 16 contribuent aux valeurs positives de PC2, de même que l’abondance relative de 

Rattus tiomanicus. Les variables 11 et 14 caractérisent l’habitat naturel de Rattus tiomanicus 

(Myers et al. 2012 ; Wilson & Reeder 2005). La variable 11 caractérise une couverture 

arbustive à feuilles persistantes et la variable 14 correspond à une couverture arbustive ou 

d’herbacées clairsemée. La variable 16 concerne quant à elle des surfaces cultivées. Les 

variables 8 et 9 contribuent aux valeurs négatives de PC2, comme l’abondance relative de 

Rattus tanezumi-R3. La variable 8 caractérise une classe d’habitat forestier régulièrement 
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inondé et la présence d’eau salée, alors que la variable 9 est une mosaïque de forêt et d’autres 

végétations naturelles (Annexe I). 

Les variables indiquant les indices de fragmentation, « proportion de paysage », « densité des 

habitats » et « bordure paysagère »,  d’un même habitat ont sensiblement le même niveau de 

contribution aux composantes principales. 

 
La figure 26 est une projection des différents sites d’étude sur le plan factoriel. Cette 

représentation montre que les sites d’Irian Jaya (n° 13-16) sont associés aux variables 

caractérisant des forêts aux feuilles larges et persistantes (variable 1), et à la variable de la 

densité des patchs d’habitat mosaïque de terres cultivées et de forêt (variable 17). Or les sites 

de cette zone d’étude sont enclavés dans une grande matrice environnementale de forêts 

primaires (cf. partie II.1.1). Les sites d’études de Bangka (n°1-4) sont associés avec le facteur 

anthropique Human Footprint, les habitats de type mosaïque de terres cultivées et de forêt 

(variable 17), et les habitats de type forestier régulièrement inondé et la présence d’eau salée 

(variable 8). Or ces sites sont situés sur une petite île au Sud-Est de Sumatra. L’île de 

Belitung (n°5), qui est géographiquement proche de l’île de Bangka, est associée avec ces 

mêmes variables sur PC2. Il en est de même pour un site du Sud de Bornéo (n°11), localisé en 

bord de mer. 

Un site localisé à l’Est de Bornéo est fortement associé avec les habitats arbustifs (variable 11 

et 14). De même, mais de façon plus modérée pour un site du centre de Bornéo (n°6). Les 

autres sites ne sont sensiblement pas associés aux variables environnementales. 
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Figure 26. Projection des sites sur le plan factoriel. Les sites où seul Rattus tiomanicus est présent 
sont en gris foncé. Les sites où les deux espèces sont présentes (R. tiomanicus, et R. tanezumi-R3) sont 
en gris clair. Dans les autres sites, seul  Rattus tanezumi-R3 a été détecté. Les sites soulignés sont ceux 
qui ont été retirés de l’analyse statistique du fait de leur faible effectif. 
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III.2. DISPERSION SPATIALE DES POPULATIONS EN PALME RAIE 

III.2.1. UTILISATION DES DIFFERENTS HABITATS D’UNE PALMERAIE 
 
En complément de l’échantillonnage réalisé dans les habitats cultivés, un échantillonnage non 

exhaustif a été réalisé dans des villages et dans des habitats naturels adjacents aux zones 

cultivées, afin d’appréhender l’occupation des différents types d’habitats d’une palmeraie. 

Respectivement 121 et 144 individus ont ainsi été capturés à Irian Jaya et à Bangka (Tableau 

4). Au total, huit espèces endémiques ont été identifiées : trois à Irian Jaya et cinq à Bangka. 

 

 
Tableau 4. Espèces identifiées dans différents habitats à Irian Jaya et à Bangka. Le nombre de 
capture total a été représenté pour chaque type d’habitat : cultivé (i.e. palmeraie), rural (i.e. village 
inclus dans la palmeraie), naturel (i.e. forêt adjacente à la palmeraie). 

 
 

  



 

 

 

 

96 

 

 

Une petite description des sept espèces endémiques est présentée ci-dessous, à partir des 

descriptions de Myers et al. (2012) et de Wilson & Reeder (2005). 

 

Espèces d’Irian Jaya : 

- Hydromys sp. (Geoffroy, 1804) sont des rats aquatiques appartenant à la famille des 

muridés. Ils sont endémiques de l’Australie et de la Paouasie-Nouvelle Guinée (île 

d’Irian Jaya). Les spécimens capturés dans cette étude sont tous issus de zone irriguée 

par un cours d’eau. Leur poids moyen est de 358,6g ±78,2 compris entre 246g et 447g. 

La longueur de la queue [21 cm ; 24,5 cm], à l’extrémité blanche, est plus courte 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 péramèle roux Echymipera Rufescens (Peters & Doria, 1875) est une espèce de 

marsupial bandicoot endémique du nord de l’Australie, de l’île de la Papouasie-

Nouvelle Guinée et des îles orientales de l’Indonésie. C’est un animal qui occupe des 

milieux forestiers variés (forêts tropicales humides, forêts semi-sempervirentes, forêts 

galeries et forêts ouvertes). Sa présence pourrait être associée avec des zones de 

lisières (Westerman et al. 2012). Les trois individus analysés avaient des 

morphométries [poids (g) /longueur du corps (cm)/longueur de la queue (cm)] de : 

[109/16/4,2], [518/28/7,4], [497/27/22,5]. Deux de ces individus ont été capturés en 

habitat cultivé. 

 

- Espèce forestière non identifiée. L’identification moléculaire par la méthode du 

barcoding l’associe à 88% à la Souris du pays des lacs Leggadina lakedownensis 

(Watts, 1976), une espèce de muriné endémique de l’Australie, via la base de données 

Genbank. Cependant, l’identification ne correspond pas avec nos spécimens. 
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Espèces de Bangka : 

- Niviventer cremoriventer (Miller, 1900) est une espèce de muridé endémique du Sud-

Est asiatique (Indonésie, Thaïlande, péninsule malaisienne). C’est une espèce 

arboricole qui vit exclusivement dans les habitats forestiers, dans les forêts primaires 

ou secondaires. Elle est classée vulnérable sur la liste rouge de l’IUCN (IUCN 2012). 

 

- Le rat épineux à tête blanche Maxomys whiteheadi (Thomas, 1894) est une espèce de 

muridé originaire du sud-est asiatique (Indonésie, Thaïlande, péninsule malaisienne). 

C’est une espèce terrestre forestière, qui occupe également des forêts déboisées et des 

milieux agricoles (e.g. rizières) (Maryanto et al. 2000). Deux clades ont été identifiés, 

un premier à Bornéo, et un second regroupé à Sumatra et sur la péninsule malaisienne 

(Gorog et al. 2004). Elle est classée vulnérable sur la liste rouge de l’IUCN (IUCN 

2012). 

 

- Le rat géant de Müller, Sundamys muelleri (Jentink, 1879) est une espèce de muridé 

originaire du sud-est asiatique, incluant l’Indonésie. C’est une espèce principalement 

terrestre qui vit dans les forêts primaires ou secondaires. 

 

- Calloscirius notatus (Boddaert, 1785) est une espèce 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-Est 

asiatique. Elle regroupe des espèces de musaraignes arboricoles qui occupent des 

habitats forestiers. 

 
L’identification obtenue est à modérer étant donné la difficulté de déterminer de manière 

précise une espèce avec des critères morphologiques. Bien que certains individus aient été 

analysés par une approche moléculaire, il est préférable d’utiliser ces résultats préliminaires 

avec parcimonie. A Irian Jaya, les identifications moléculaires sont peu fiables pour le 

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

Au total, quinze et trente-trois micromammifères ont respectivement été capturés dans des 

habitats de forêt primaire à Irian Jaya et de forêt type « forêt de plaine » à Bangka (Tableau 

4). Seulement deux individus appartenant au Rattus tanezumi-R3 ont été enregistrés dans les 

forêts de Bangka. Aucun autre individu des espèces invasives des palmeraies (i.e. R. 

tiomanicus et R. tanezumi-R3) n’a été identifié dans ces habitats naturels pourtant attenants, 

parfois enclavés dans l’habitat agricole. Toutes les espèces identifiées, excepté les deux 

rattus, sont des espèces endémiques des forêts échantillonnées.   

 

Présence en habitat rural 

Tous les animaux piégés dans les villages de Bangka (n=13) et d’Irian Jaya (n=29) 

appartiennent à l’espèce invasive des plantations Rattus tanezumi-R3, excepté un individu 

identifié Echymipera Rufescens, marsupial  endémique d’Irian Jaya.  

 

Un autre échantillonnage a été réalisé dans un grand village situé non loin de la plantation de 

Riau, mais entouré de grandes plantations de milliers d’hectares. Trente-deux rongeurs ont été 

récoltés et identifiés  Rattus tanezummi-R3. Or les rongeurs invasifs des plantations du site de 

Riau sont principalement des Rattus tiomanicus (cf. partie III.1.1). 

 

Présence en habitat cultivé 

Seulement quelques spécimens d’espèces forestières d’Irian Jaya ont également été capturés 

en habitat cultivé. A l’inverse, aucune espèce forestière n’a été piégée dans les habitats 

cultivés à Bangka, bien que des écureuils callosciurus sp. aient été observés dans les 

palmeraies. A Riau, seuls des Rattus tiomanicus et des Rattus tanzumi-R3 ont été piégés. 
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Proportions de capture en habitat cultivé 

Les proportions de capture calculées correspondent au nombre de pièges ayant capturé un rat 

pendant une nuit de piégeage. Ces proportions sont relativement faibles à Irian Jaya avec une 

moyenne de 8,11%, un minimum de 2%, et un maximum de 16%, d’animaux capturés par 

session de piégeage. Le pourcentage moyen des captures à Bangka est de 19,40% avec une 

plus grande variabilité bornée par un minimum 8% et un maximum 44%. Les taux les plus 

élevés ont été enregistrés à Riau avec un pourcentage moyen de 37,75% de rats capturés par 

session, et une grande variabilité de  8% à 84% de capture par session (Figure 27).  

 

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

III.2.2. STRUCTURE GENETIQUE DES POPULATIONS DANS UNE 
PALMERAIE 
 
A Riau, vingt-six individus ont été identifiés Rattus tiomanicus et un individu Rattus tanezumi 

qui a été retiré de l’analyse génétique. A Bangka, trois Rattus tanezumi et quarante-cinq 

Rattus R3, et à Irian Jaya vingt-sept Rattus tanezumi et deux Rattus R3 ont été identifiés par 

barcoding. Pour chaque site, l’analyse factorielle des correspondances indique que tous les 
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individus appartiennent à la même espèce : Rattus tiomanicus à Riau (n=179), et Rattus 

tanezumi-R3 à Bangka (n=108) et à Irian Jaya (n=89). Les individus de Bangka et d’Irian Jaya 

appartiennent à la même espèce mais forment deux groupes génétiquement différents (Figure 

28).  

 

Figure 28. Représentation graphique de l’analyse factorielle des correspondances (AFC) sur 
l’ensemble des individus dans l’ensemble des trois sites (A) puis intra-site dans des cadres de 
différentes couleurs (B) (Riau en bleu ; Bangka en rouge ; Irian Jaya en vert). Graphiques 2D sur les 
deux premiers axes, le troisième axe n’étant pas informatif pour le regroupement des individus. Les 
ronds gris représentent les individus n’ayant pas été identifiés par barcoding, les rond noirs 
représentent les individus identifiés Rattus tiomanicus, les triangles noirs représentent les individus 
identifiés Rattus R3 et les losanges les individus identifiés Rattus tanezumi. 
 
L’estimation des FST non biaisés indique un déficit d’hétérozygotes modéré (0,05 < FST < 

0,15) et donc une différenciation modérée entre chaque paire de site (Wright 1978). Trois 



 

 

 

 

101 

 

 

niveaux de différenciation sont observés (Tableau 5). La population d’Irian Jaya est plus 

différenciée de celle de Riau (FST = 0.10) que de celle de Bangka (FST = 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 FST entre chaque paire de localités, obtenus avec FreeNA (méthode ENA) 

 

Structure génétique des populations 

Les richesses alléliques sont plus faibles à Irian Jaya (RsIrian = 8,35 ± 2,26) que dans les deux 

autres sites (RsBangka = 13,79 ± 2,11 ; (RsRiau = 13,35 ± 3,9) (Tableau 6). La probabilité 

d’allèles nulls est modérée pour chaque loci de chaque site (r maximum = 0.23) (Annexe II). 

Tous les loci ont donc été conservés pour les analyses de structure génétique des populations. 

Dans chaque site les populations ne sont significativement pas à l’équilibre d’Hardy-

Weinberg (p ≤ 0.01), avec un déficit d’hétérozygotie. Les résultats détaillés pour chaque loci 

sont présentés en Annexe II.  

 
 

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 de Rattus. N, nombre d’individus ; Na, 
nombre d’allèle moyen par locus ; Rs, richesse allélique moyenne par locus ; He, hétérozygotie 
attendue non biaisée; Ho, hétérozygotie observée ; HWE, résultat du test multilocus à l’équilibre 
d’Hardy-Weinberg. « high. Sign. » : très signiticatif 
 
 
Les analyses bayésiennes réalisées avec le logiciel STRUCTURE pour l’ensemble des sites 

indique une structure en trois populations distinctes. Cette probabilité est confirmée par les 

corrections effectuées avec l’outil internet « Structure Harvester ». L’ensemble des 100 
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assignations pour K=3 est unimodale et sépare distinctement les individus en fonctions de leur 

origine géographique (Figure 29). 

 

Les analyses bayésiennes réalisées indépendamment pour chaque site donnent des résultats 

similaires. Les résultats obtenus sous STRUCTURE indiquent une structure en une seule 

population pour chaque site. La correction d’Evanno ne peut pas être appliquée dans ce cas, 

car la méthode repose sur des calculs de différences �K entre les valeurs de probabilités ln 

Pr(X|K) calculées pour un nombre de groupe inférieur ln Pr(X|K-1). Aucune valeur �K ne 

peut ainsi être obtenue pour K=1 et les résultats sont biaisés, indiquant une probabilité de 

population structurée en trois groupes pour chacun des sites (Annexe III). 
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A       .B. 

 

 

Figure 29. Structure génétique des populations de rats échantillonnées dans les trois plantations de 
palmiers à huile. Les probabilités obtenues sous STRUCTURE K=[1 ; 10] avec 100 itérations par K 
(A) ont été corrigés avec la méthode d’Evanno (B). Les modes d’assignation des individus dans K=3 
populations (le nombre de populations le plus probable) correspondent à 100% au mode (C). Chaque 
couleur correspond aux individus d’un site d’étude Riau (rouge), Irian Jaya (vert) et Bangka (bleu). 
 

 
Structure génétique spatiale des populations 

Les autocorrélogrammes obtenus pour chaque site suivent un patron d’isolement par la 

distance (Figure 30). Le coefficient d’apparentement décroit avec l’augmentation de la 

distance géographique et atteint des valeurs significativement négatives à 1 651 mètres à 

Riau, 3 000 mètres à Bangka et 4 000 mètres à Irian Jaya. Les patrons de structure génétique 

spatiale sont similaires à Bangka et à Irian Jaya. 

 

Le patron de structure génétique spatiale est légèrement différent à Riau. Dans ce site, le 

coefficient d’apparentement interindividuel décroit rapidement avec l’augmentation de la 
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distance géographique, avec des valeurs négatives à partir d’une gamme de distances 

inférieures aux deux autres sites. Une valeur significativement positive est observée dans la 

classe de distance de [1 841 ; 2040] mètres et suggère un fort taux d’appariement entre des 

individus situés dans cet intervalle. 

 
Figure 30 Corrélogrammes de l’estimateur du coefficient d’apparentement entre individus 
(Loiselle et al. 1995)  en fonction de la distance. Les marques de couleur (bleu) représentent les 
écarts significatifs à l’hypothèse nulle  qui considère une répartition géographique des génotypes 
aléatoire (intervalle de confiance à 95%). 
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III.3. RESISTANCE AU COUMATETRALYL 

III.3.1.RESISTANCE PHENOTYPIQUE AU COUMATETRALYL 
 
Les rongeurs utilisés dans les expériences de résistance au coumatétralyl (anticoagulant AVK) 

correspondent à deux espèces différentes. Les cinquante rats issus de la plantation de Riau, 

non traitée au coumatétralyl, ont tous été identifiés Rattus tiomanicus, alors que les soixante-

dix-huit rats capturés dans la région de Bangka, traitée au coumatétralyl, ont été identifiés 

comme appartenant au clade Rattus tanezumi/R3. Les analyses du gène mitochondrial CO1 

ont confirmé ces résultats pour tous les rats génotypés (n = 19 rats de Riau, n = 36 rats de 

Bangka). 

 

Riau 

Dans la région de Riau, plantation non traitée, la médiane du temps de coagulation basal (PT0) 

mesuré chez le groupe de rats témoin (i.e. sans injection de coumatétralyl) est de 31.5 [21-38] 

secondes avec une faible variabilité inter-individuelle (Figure 31). Pour chaque groupe 

expérimental l’injection intra-péritonéale de coumatétralyl augmente la valeur médiane du PT 

ainsi que la variabilité intra-groupe. Plus la concentration de coumatétralyl est importante, 

plus la valeur médiane du PT intra-groupe augmente (PT0.5= 57; PT0.75= 84.5; PT1=92, 

PT2=100). Le PT est fortement augmenté pour plus de la moitié des animaux  du groupe ayant 

subi une injection de coumatétralyl d’une concentration correspondant à une fois la dose de 

référence (1 x ED50Rn). Parmi les 19 individus de ce groupe, 15 ont un PT très élevé (>75 

secondes) alors que 4 individus maintiennent une faible valeur de PT, proche de la valeur 

basale, et ne semblent pas affecté par l’AVK. Pour chaque groupe exposé à des concentrations 

plus importantes (>ED50Rn), la moitié des individus répondent positivement (PT>75 

secondes). Tous les individus du groupe exposé à une concentration de coumatétralyl de 2 x 

ED50Rn  ont un PT très élevé (PT = 100 secondes). L’ED50 de la population de Rattus 

tiomanicus de Riau est similaire à l’ED50Rn obtenu pour les lignées sensibles de Rattus 

norvegicus. 

 

 



 

 

 

 

106 

 

 

Bangka 

Dans la région de Bangka, plantation systématiquement traitée, la valeur médiane du PT basal 

est de 29 [24-38] secondes (Figure 31). L’injection de coumatétralyl augmente la valeur 

médiane du PT pour chaque groupe expérimental. Cependant cette augmentation est moins 

marquée que pour la population de Riau. Le PT est légèrement augmenté pour le groupe 

d’individus exposés à la dose de référence (1 x ED50Rn) avec une valeur médiane (PT1=40 

secondes) proche de la valeur basale. De fortes valeurs de PT (>75 secondes) ont été 

observées pour certains individus des groupes exposés à une concentration de coumatétralyl 

supérieure ou égale à 4 x ED50Rn. Cependant, l’effet sur le groupe reste modéré avec des 

valeurs médianes de PT comprises entre 50 et 72,5 secondes, même à une concentration très 

importante de coumatétralyl de 32 x ED50Rn.  

 

 
Figure 31. Réponse phénotypique au coumatétralyl. Le graphique de gauche correspond à Riau, 
site non traité aux coumatétralyl. Le graphique de droite correspond à Bangka, site exposé au 
coumatétralyl. Chaque ● représente la réponse enregistré pour un individu 24h après l’injection 
intrapéritonéale. Les points multiples ont été représentés avec la fonction ‘sunflower’ sous le logiciel 
R. Chaque ‘ pétale’ représente un point superposé. Une échelle logarithmique 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 population de Rattus tiomanicus de Riau et la population du 

clade Rattus tanezumi/R3 de Bangka (test non paramétrique de Wilcoxon, ns : p=0,62). 

Cependant l’effet mesuré après une injection d’une fois la dose de référence de coumatétralyl 

(1 x ED50Rn) est significativement différent pour les deux populations (test non paramétrique 

de Wilcoxon, *** : p < 0,001). Dans l’ensemble, la population de Rattus tanezumi/R3 est 

moins affectée par le coumatétralyl que population de Rattus tiomanicus de Riau. 

 

III.3.2. POLYMORPHISME GENETIQUE DE VKORC1 
 

Fort de ce constat (cf. partie III.3.2) établi par l’exploitation des données fournies par 

l’analyse de terrain, il est apparu pertinent d’étudier le polymorphisme génétique de vkorc1 

chez ces populations. Une mutation de ce gène pourrait être à l’origine de la résistance 

phénotypique aux AVK observée à Bangka. 

 

Les séquences du gène vkorc1 ont été alignées avec la séquence consensus d’un Rattus 

norvegicus issu d’une lignée sensible aux AVK. L’analyse de l’exon 3, une région sensible 

pour les mutations conférant la résistance aux AVK, a révélé plusieurs mutations SNP. Deux 

mutations silencieuses, I107I et T137T, sont communes aux rats des régions de Riau et de 

Bangka. Deux autres mutations ont été observées chez les rats de Bangka : le remplacement 

d’une alanine par une valine en position 143 pour 53% des individus génotypés (dont 44% 

étaient homozygotes et 56% hétérozygotes), et une mutation silencieuse S103S qui semble 

associée à la mutation A143V (Tableau 7). Cependant, la comparaison des valeurs de PT avec 

les mutations de vkorc1 ne révèle aucune association claire entre les phénotypes de résistances 

et les SNP observés. Les individus portant la mutation de substitution A143V, homozygotes 

ou hétérozygotes, ont des PT aussi bien plus élevés que plus faibles que ceux des individus 

portant l’haplotype sauvage (non muté). 
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Concentration of 
coumatetralyl injected  

(X x 0.36mg/kg) 

Prothrombin time 
(seconds) 

Coumatetralyl 
susceptibility 

phenotype 

Amino acid 
substitutions 

Silent mutations 

a     
0.75 93 + - - 
0.75 45 - - - 

1 100 + - - 
1 100 + - - 
1 100 + - - 
1 100 + - - 
1 100 + - - 
1 92 + - - 
1 75 + - - 
1 46 - - - 
1 45 - - - 
1 30 - - - 
2 100 + - - 

b 
 

    

1 55 -  A143V*  S103S* 
1 38 - A143V S103S 
1 38 - - - 
4 100 + - - 
6 100 + A143V S103S 
6 100 + - - 
6 45 -  A143V*  S103S* 
8 48 - - - 
8 36 - A143V S103S 
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 de l’exon 3 du gène vkorc1. 
Résultats obtenus chez Rattus tiomanicus (n=13) du site de Riau (a) et pour Rattus tanezumi-R3 
(n=17) de Bangka (b).  
+ Animal sensible à la dose injectée (i.e. PT > 75 sec) 
- Animal résistant à la dose injectée (i.e. PT < 75 sec) 
* Animal hétérozygote pour la mutation 
 

 
Pour écarter définitivement l’implication d’une mutation de l’enzyme cible à l’origine du 

mécanisme de résistance observé à Bangka, la totalité du gène vkorc1 a été analysés pour huit 

rats de chaque site, choisis selon leur réponse phénotypique (i.e. forte tolérance et forte 

sensibilité). L’analyse des exons 1 et 2 a ainsi permis de mettre en évidence d’autres 
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mutations SNP (Tableau 8). La plupart de ces mutations sont silencieuses, telle que R12R, 

H68H, I107I, T137T. Les séquences obtenues ont été comparées avec les séquences 

consensus des deux autres espèces de rats, afin de caractériser les mutations observées. 

La mutation R12R a également été observée chez Rattus rattus alexandrinus en Afrique 

(Uganda, Diaz et al. 2010), alors que la mutation L15L a été observée uniquement chez 

Rattus tanezumi/R3 de la région de  Bangka. Cependant la mutation substitutive I90L de 

l’exon 2 a été observée chez toutes les espèces de l’analyse. Dans la littérature, cette mutation 

a été identifiée chez de nombreuses autres espèces, telles que Rattus losea, Rattus rattus 

alexandrinus, Mus musculus et Homo sapiens, et serait très probablement une mutation 

ancestrale (Rost et al. 2009). 

 

 

Rattus tiomanicus 

 

 

Rattus tanezumi/R3 

  

 

Rattus losea 

(Wang 2008) 

 

Rattus rattus 

alexandrinus 

(Diaz 2010) 

Exon 1 vkorc1 
R12R 

 

R12R 

L15L 
 

R12R 

 

Exon 2 vkorc1 
I90L 

H68H 

I90L 

H68H 

I90L 

 

I90L 

 

Exon 3 vkorc1 

 

I107I 

T137T 

 

S103S (53%) 

I107I 

T137T 

A143V (53%) 

  

Tableau 8 Mutations SNP identifiées chez Rattus tiomanicus, Rattus tanezumi-R3, et d’autres 
espèces de Rattus. Comparaison avec la séquence consensus de Rattus norvegicus 
(ENSRNOT00000026347). Les mutations de substitutions d’acides aminés sont en caractères gras et 
les mutations silencieuses en caractères standards. 

Les niveaux de polymorphisme de vkorc1 sont faibles chez les deux espèces étudiées et aucun 

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

IV.1. CARACTERISATION DES ESPECES ET DE LEUR DISTRI BUTION 
 

IV.1.1. IDENTIFICATION DES ESPECES 
 
L’identification précise des espèces ciblées dans la lutte anti-nuisibles est à la base du 

développement d’une lutte adaptée. Des études ont démontré que l’identification basée sur les 

critères morphologiques sont souvent erronées chez les espèces de rats du Sud-Est asiatique 

étant donné leur grande similitude (Robins et al. 2007; Pagès et al. 2010). Ainsi, Robins et al. 

(2007) rapportent que « de nombreuses espèces de Rattus sont difficiles à distinguer sur la 

base de critères morphologiques à la fois pour les spécialistes et les non spécialistes ». 

L’utilisation d’une méthode d’identification moléculaire basée sur l’analyse de l’ADN permet 

d’éviter les problèmes d’identification. 

 

La méthode d’identification moléculaire utilisée dans ce présent travail était le barcoding qui 

est basé sur l’analyse du gène mitochondrial CO1 (Hebert et al. 2003). Elle a permis 

d’identifier au total sept espèces de rongeurs occupant les plantations de palmier à huile en 

Indonésie. Parmi ces espèces, quatre d’entre elles étaient des espèces forestières endémiques 

de l’Indonésie (Sundamys muelleri, Maxomys whiteheadi, Echymipera rufescens, et une 

espèce non identifiée d’Irian Jaya), dont la présence semble occasionnelle et dépendante des 

milieux forestiers adjacents. Toutes ces espèces occupent habituellement des forêts primaires 

ou secondaires partiellement dégradées (Myers et al. 2012 ; Wilson & Reeder 2005). 

L’espèce M. whiteheadi a déjà été détectée dans des rizières entourées de forêt en Indonésie 

(Maryanto et al. 2000). Toutefois, l’inventaire d’espèces réalisé dans l’ensemble des 24 

plantations de palmiers à huile est très succinct. Il relève donc de la plus haute prudence dans 

l’interprétation des résultats. En effet, la détection d’une espèce signifie bien qu’elle est 

présente, mais à l’inverse la non détection ne signifie pas que l’espèce est absente mais 

simplement qu’elle n’a pas été détectée (Kéry 2011). Il convient donc de discuter uniquement 

des espèces détectées. 
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Les résultats de l’étude ont également permis de répertorier trois espèces de rats communes 

aux milieux agricoles : Rattus tiomanicus, Rattus tanezumi-R3 et Rattus argentiventer. Ce 

dernier est généralement ravageur des rizières et des plantations de palmiers à huile 

immatures (Wood & Fee 2003). Peu de spécimens Rattus argentiventer ont été collectés et sa 

présence était probablement liée à des rizières avoisinantes, ou à des pépinières et à des 

plantations de jeunes palmiers situées à proximité des sites de capture. Rattus tiomanicus et 

Rattus tanezumi-R3 ont été les deux espèces de rongeurs principalement détectées dans les 

plantations de palmier à huile matures en Indonésie. Ces résultats corroborent ceux obtenus 

précédemment en Malaisie (Wood & Fee 2003 ; Hafidzi & Saayon 2001). Ces deux espèces 

ont parfois été observées en sympatrie avec des proportions importantes pour au moins une 

des deux espèces (un maximum de 20% pour l’espèce minoritaire). 

 

Ces résultats évoquent l’hypothèse d’une compétition interspécifique exclusive entre Rattus 

tiomanicus et Rattus tanezumi-R3. Des études précédentes ont montré que ces deux espèces 

occupent des habitats similaires et sont mutuellement incompatibles (Maryanto et al. 2000; 

Corbet & Hill 1992 in Maryanto et al. 2000). De plus, il a précédemment été observé un 

remarquable phénomène de remplacement d’une population de Rattus tiomanicus par Rattus 

tanezumi-R3 dans les plantations de palmier à huile en Malaisie (Wood et al. 1988 in Wood & 

Fee 2003). Les études antérieures menées en Malaisie ont montré que Rattus tiomanicus était 

l’espèce inféodée aux plantations de palmiers à huile, et que depuis 1983 Rattus tanezumi-R3 

a commencé à envahir ces milieux où il est devenu commun (Wood &Fee 2003). 

 
Une seconde hypothèse expliquant ces relations de dominance apparente repose sur les 

résultats inclus dans cette thèse (cf. partie III.3) qui démontrent que Rattus tanezumi-R3 

développe une résistance physiologique importante aux pressions d’AVK. Cette deuxième 

hypothèse se base sur le fait que les deux espèces ne répondent pas de la même façon aux 

pesticides. Rattus tiomanicus serait moins adapté à cette pression chimique que Rattus 

tanezumi-R3. Ainsi, l’utilisation des AVK contre-sélectionnerait Rattus tiomanicus et 

favoriserait l’établissement de populations de Rattus tanezumi-R3. Cette hypothèse a été 
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soulevée par Wood et Fee (2003), lorsqu’ils ont observé le remplacement de populations 

Rattus tiomanicus par des populations Rattus tanezumi-R3. 

 

IV.1.2. EFFETS DE L’ENVIRONNEMENT SUR LA DISTRIBUTION DES 
ESPECES PREDOMINANTES 
 
La distribution géographique de ces deux espèces semble varier selon un cline longitudinal.  

Rattus tiomanicus est plus abondant à l’Ouest, alors que Rattus tanezumi-R3 est plus abondant 

à l’Est du pays. 

 

L’analyse corrélative a mis en évidence l’association de Rattus tiomanicus avec la présence 

d’habitats naturels ouverts et arbustifs, qui est son habitat d’origine, et la présence d’habitats 

cultivés, qui correspondent à des habitats d’invasion. Ces résultats s’accordent avec les 

connaissances actuelles sur cette espèce. Plusieurs travaux montrent  qu’elle est naturellement 

présente dans les forêts secondaires et les habitats arbustifs (Myers et al. 2012 ; Wilson & 

Reeder 2005 ; Numata et al. 2003). D’autres travaux montrent qu’elle a également envahit des 

habitats agricoles comme les plantations de palmiers à huile (Buckle et al. 1997; Aplin et al. 

2003), sans pour autant s’établir à proximité de l’homme (e.g. villes) (Aplin et al. 2011). Elle 

n’a pas été retrouvée dans les villages de nos sites d’étude (cf. partie IV.2.1.). 

 

A l’inverse, l’abondance relative de Rattus tanezumi-R3 est associée à une gamme d’habitats 

variables, correspondant à la fois à des forêts primaires et à des zones inondées d’eau salées. 

Rattus tanezumi-R3 est une espèce originaire du Sud-Est asiatique (Malaisie, Vietnam, 

Cambodge…) qui a été introduite en Indonésie. Elle a été recensée dans de nombreux habitats 

anthropiques et en forêt d’altitude (Salibay & Luyon 2008 ; Rickart et al. 2011), mais son 

habitat naturel est incertain.  

D’une part, il est important de préciser que les résultats de l’analyse corrélative ont révélé une 

association entre l’abondance relative de l’espèce et les habitats naturels des zones tampons 

des sites échantillonnés (e.g. mer à Bangka). Cette association ne signifie pas que cette espèce 

occupe ces habitats. En effet, Irian Jaya est caractérisée par de grandes étendues de forêts 
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primaires et Bangka est une petite île, donc entourée d’eau salée. Il est envisageable que 

l’abondance de cette espèce ne soit pas associée à un habitat naturel particulier, d’autant plus 

qu’elle n’a pas été détectée dans les forêts primaires d’Irian Jaya (cf. partie III.2.1.). 

D’autre part, l’abondance relative de cette espèce est fortement associée aux facteurs 

anthropiques. Ces résultats soulèvent l’hypothèse que l’abondance relative de Rattus 

tanezumi-R3 est principalement liée aux activités humaines, permettant son introduction dans 

des sites aux habitats adjacents variés. Une étude intéressante a mis en évidence la présence 

de cette espèce en Afrique du Sud, région qui ne correspond pas aux conditions 

environnementales de son aire d’origine, d’après une modélisation avec le logiciel Maxent 

(Bastos et al. 2011). 

 

Une hypothèse simple découle de l’ensemble de ces observations : Rattus tiomanicus 

envahirait les plantations à partir d’environnement adjacents où elle est naturellement présente 

(à l’Ouest du pays), alors que Rattus tanezumi-R3 envahirait toutes les plantations où elle peut 

être introduite par l’être humain. Cette hypothèse s’appuie sur les résultats qui suggèrent que 

la présence de Rattus tanezumi-R3 ne dépendrait pas des caractéristiques environnementales, 

mais serait associée à la présence humaine et envahirait les milieux qui lui sont associés, 

comme les milieux agricoles.  

 

Une autre hypothèse basée sur l’histoire phylogéographique de ces espèces permettrait 

d’expliquer le patron de distribution géographique observé. En effet, Rattus tiomanicus est 

une espèce endémique de la partie Ouest de l’Indonésie (plateau continental de Sunda), alors 

que Rattus tanezumi-R3 est originaire d’une vaste région au Nord-Ouest de l’Indonésie (Aplin 

et al. 2011). 

 
Il a été démontré que l’abondance de Rattus tanezumi-R3 augmente avec le niveau de 

perturbation des habitats naturels par l’homme (Salibay & Luyon 2008). De nombreuses 

études concernant des modèles d’étude variées ont mis en évidence des routes de colonisation 

similaires dans le sud-est asiatique : depuis la région native de la lignée de Rattus tanezumi-

R3, au sud-est de la Chine, vers la Papouasie-Nouvelle Guinée. Ces études concernent entre 
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autre la colonisation du rat du Pacifique Rattus exulans, ainsi que celle du cochon domestique, 

dans les îles polynésiennes par l’intermédiaire de l’homme (Matisoo-Smith & Robins 2004 ; 

Lum et al. 2006). Une autre étude anthropologique sur le langage montre une voie d’invasion 

identique (Gray et al. 2009). Il est envisageable que Rattus tanezumi-R3 ait suivi des voies 

d’invasions similaires, envahissant l’Indonésie à l’Ouest puis à l’Est. Cette hypothèse a été 

illustrée récemment pour Rattus tanezumi-R3 (Aplin et al. 2011). 

 

Cependant, cette seule hypothèse ne suffit pas à expliquer pourquoi R. tiomanicus n’est pas 

l’espèce prédominante de toutes les plantations situées dans son aire native (e.g. Bornéo). Il 

semble judicieux d’envisager que le patron de distribution observé est d’une part lié à 

l’histoire phylogéographique des espèces, liée au commensalisme de Rattus tanezumi-R3, 

ainsi qu’à des phénomènes de compétition interspécifiques. 

 

Suite à la discussion développée dans la partie IV.1.1., qui suggère que la lutte chimique a un 

effet sur la prédominance des espèces dans les palmeraies, il serait intéressant d’intégrer les 

paramètres de gestion par AVK (intensité, fréquence, historique) dans l’analyse corrélative 

afin d’évaluer l’influence de cette pression anthropique sur l’abondance relative des espèces. 
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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 habitats des plantations de palmiers à huile 

donnent des indications intéressantes sur l’occupation de l’espace par les populations 

invasives de rongeurs.  

Les résultats de l’échantillonnage préliminaire réalisé dans les habitats naturels adjacents des 

palmeraies, ainsi que dans les villages enclavés à l’intérieur des plantations de palmiers, ont 

donné des résultats similaires dans les deux sites.  Pourtant, les sites d’Irian Jaya et de Bangka 

ont des caractéristiques écologiques très différentes et sont très éloignés géographiquement. 

Les résultats coïncident car, les rongeurs invasifs ont été détectés dans tous les villages, mais 

n’ont quasiment pas été détectés dans les habitats naturels, où des espèces endémiques ont été 

identifiées. 

Les données suggèrent que dans les deux sites étudiés, les habitats forestiers pourraient 

constituer des barrières à la dispersion des Rattus tanezumi-R3. Cependant, les résultats 

obtenus à Bangka soulèvent la possibilité d’invasion de ces habitats par les populations de 

Rattus tanezumi-R3, car deux individus parmi les trente-trois piégés en forêt appartenaient à 

ce clade. Il est important de noter que le site de Bangka qui se situe dans une matrice très 

modifiée par les activités anthropiques, contrairement au site d’Irian Jaya est enclavé dans une 

grande matrice environnementale naturelle. Les forêts étudiées à Bangka sont des petits 

patchs de quelques dizaines d’hectares entourés de plantations.  

Tous les individus identifiés dans les villages appartiennent à ce clade, y compris dans le 

village près de la plantation de Riau où quelques individus de cette espèces ont été détectés 

dans la palmeraie prédominée par une population de Rattus tiomanicus. Il est judicieux de 

supposer que les villages constitueraient des foyers d’introduction, et que les transports 

routiers industriels et publics permettraient la dispersion de Rattus tanezumi-R3. Ces 

observations confortent l’hypothèse énoncée précédemment sur le processus d’invasion de 

cette espèce (cf. partie IV.1.2.). 
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La méthode utilisée dans  cette étude ne permet pas de déterminer le statut de la population 

(i.e. établie ou invasive) au sein des palmeraies. Cependant, la technique de piégeage utilisée 

est similaire à celle mise au point par Wood (1984). Cet auteur a montré que les biais de 

détection sont faibles pour cette espèce occupant les palmeraies. L’étude des taux de capture 

permet donc d’intéressantes observations.  

Les taux de captures en habitat cultivé sont très élevés à Riau et à Bangka, laissant supposer 

que les populations sont bien établies. Les populations semblent aussi plus denses à Riau qu’à 

Bangka. Cependant, l’échantillonnage a été réalisé pendant la saison des pluies à Riau 

(février-mai 2009) et pendant la saison sèche à Bangka (octobre 2010). Or, un échantillonnage 

similaire avait été réalisé à Bangka au mois de février 2009 (pour l’étude de la résistance aux 

AVK), pendant la période d’échantillonnage de Riau, avec des proportions de captures bien 

supérieures qu’à Riau, atteignant parfois 98%. Bien que les palmiers à huile fructifient tout au 

long de l’année, les variations saisonnières pourraient affecter les populations de rongeurs. 

 

Les taux de captures sont beaucoup plus modérés à Irian Jaya (8,11%), site échantillonné 

pendant la saison sèche (juillet 2009), et supposent que la taille de la population est réduite. 

Cette faible densité pourrait être expliquée par une récente introduction de la population, dont 

l’établissement serait en cours. Néanmoins, il est envisageable que ces populations soient 

épisodiquement introduites par les transports humains, mais ne parviennent pas à s’établir. Ce 

dernier site est particulièrement isolé des milieux anthropiques, et l’accès aux plantations est 

difficile. Les flux de transports sont extrêmement faibles et pourraient limiter les évenements 

d’introduction de Rattus tanezumi-R3. De plus, il est possible que ces populations entrent en 

compétition avec des espèces endémiques (Echymipera Rufescens et Hydromys sp.), qui ont 

été détectées dans les plantations et dans les villages. Ces phénomènes pourraient limiter 

l’établissement de Rattus tanezumi-R3 dans 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 et Irian Jaya appartiennent à des 

espèces différentes : Rattus tiomanicus à Riau et Rattus tanezumi-R3 à Bangka et Irian Jaya. 

Les populations de Bangka et d’Irian Jaya sont génétiquement assez différentes (FST = 0.08). 

Cette observation pourrait être liée à l’importante distance géographique qui sépare les deux 

sites. Les deux populations auraient ainsi évolué indépendamment et se seraient 

génétiquement différenciées par l’absence de flux de gènes entre les deux sites. Une autre 

explication pourrait concerner l’histoire évolutive de ces différents groupes. Les mitotypes 

(CO1) ont des proportions différentes entre les deux sites : forte proportion de Rattus 

tanezumi à Irian Jaya et de Rattus R3 à Bangka. Ainsi, il est envisageable que ces deux 

populations, qui sont intégrées dans un même clade, soient à la limite de la spéciation, ou 

issues de populations ancestrales très différentes. Les marqueurs nucléaires n’ont pas permis 

de différencier ces deux clades échantillonnés dans des localités géographiquement proches, 

ce qui suggère qu’ils sont capables de s’hybrider.  

Néanmoins, la population de Bangka est plus différenciée de celle d’Irian Jaya (FST = 0.08) 

que de celle Riau constituée de Ratttus tiomanicus (FST = 0.06). Ce résultat est surprenant, car 

il suggère que ces deux espèces sont moins éloignées génétiquement que les deux populations 

de Rattus tanezumi-R3. Un individu identifié Rattus tanezumi-R3 a été collecté à Riau et retiré 

des analyses, ce qui signifie que cette espèce est présente dans le site. Ces observations 

soulèvent l’hypothèse d’une éventuelle hybridation entre ces deux espèces. 

 

Il semblerait que ces trois taxons (tanezumi, R3, tiomanicus) aient été interconnectés par le 

passé. Les espèces prédominantes des plantations de palmiers à huile appartiennent toutes au 

complexe Rattus rattus (Aplin et al. 2011) dont la taxonomie n’est toujours pas résolue. 
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Structure génétique spatialisée à l’échelle de la plantation 

Aucune population échantillonnée ne semble structurée en sous-population : les individus 

sont distribués de façon continue dans l’espace. La structure génétique des populations suit un 

patron d’isolement par la distance, ce qui signifie que la distance spatiale constitue une 

barrière au flux de gènes (i.e. à la reproduction). Les valeurs du coefficient d’apparentement 

sont significativement positives à de courtes distances. Puis elles décroissent rapidement pour 

atteindre des valeurs significativement négatives, avant de se stabiliser à des valeurs nulles 

pour de longues distances. Les valeurs nulles caractérisent un équilibre entre les processus de 

migration et de dérive génétique. Les distances de dispersions sont relativement faibles. Les 

apparentements sont significativement négatifs entre 1 000 et 3 000 mètres selon les sites. Des 

auteurs ont montré que le domaine vital de Rattus tanezumi-R3 atteint 80 mètres de diamètre 

avec une moyenne de 30 mètres pour les mâles dans des populations denses, et semble 

augmenter dans des populations moins denses (Wood 1971 dans Wood & Fee 2003). D’autres 

auteurs ont mesuré un domaine vital de Rattus tiomanicus de 69 mètres de diamètre avec une 

moyenne de 46,48 mètre pour les mâles (Buckle et al. 1997). Pour ces deux espèces les mâles 

dispersent légèrement plus loin que les femelles. 

Il est envisageable que ces grandes populations occupent un habitat homogène avec peu de 

pressions écologique (e.g. prédateurs, compétiteurs). En effet, elles sont relativement stables 

et ne semblent pas marquées par des cycles de pullulation (Wood & Fee 2003). Ces 

caractéristiques pourraient expliquer que les individus ne dispersent pas loin de leur domaine 

vital natal (Peakall et al. 2003). Ainsi pour chacun des sites, les populations ont une forte 

structure génétique locale et sont spatialement continues. Elles semblent étendues et intra-

connectées par des flux de gènes intergénérationnels à longues distances. 

 
Le fort taux d’homozygoties observé à Riau pourrait être lié à la méthode d’échantillonnage 

« en population ». Les rongeurs vivent généralement en grandes colonies et les individus 

échantillonnés sur une surface réduite peuvent appartenir à la même famille. La consanguinité 

est une caractéristique des structures familiales. Néanmoins, l’ensemble de la population de 

Riau n’est pas structurée en dème et suit un patron d’isolement par la distance. Les échanges 

de gènes sont donc fréquents, et considérant les taux de captures important, cette population 
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semble de grande taille. Cependant, il a été observé un fort taux d’appariement à une classe de 

distance de [1 841 ; 2040] mètres. Sur le site échantillonné, il existe deux villages distants 

d’environ 2 000 mètres qui sont interconnectés par les transports humains. L’ « effet route » a 

déjà été observé chez des espèces (Trombulak & Frissell 2001). Il serait intéressant 

d’identifier les individus concernés par ce fort taux d’appariement à longue distance pour 

vérifier cette hypothèse.  

 
La structure de la population d’Irian Jaya semble plus complexe. D’une part, il a été observé 

une faible diversité génétique par rapport aux autres sites. Cela peut s’expliquer par 

l’isolement géographique du site d’étude. Irian Jaya est une plantation isolée dans une matrice 

environnementale principalement constituée de grandes forêts primaires d’où n’est pas 

originaire Rattus tanezumi-R3. Ce rongeur est inféodé aux milieux anthropiques et semble 

voyager avec l’homme (cf. partie IV.I). Or le flux de transports humains permettant les 

migrations de rongeurs entre ce site isolé et les milieux anthropiques extérieurs est très faible. 

D’autre part, le faible taux de capture  suppose que la population est de petite taille. 

Il est donc possible que la population ait subit un goulot d’étranglement, c’est-à-dire une 

réduction du nombre d’individus reproducteurs, qui aurait appauvrit la diversité génétique de 

la population. Un tel phénomène peut être provoqué par un évènement contemporain ayant 

entrainé une forte mortalité dans la population d’origine, comme par exemple un traitement 

chimique aux AVK. Cependant, le fort taux d’homozygotie observé permet de proposer 

l’hypothèse d’un effet fondateur, caractérisé par l’introduction récente d’une population de 

faible effectif à partir d’une seule population souche. Le fort taux d’homozygotie, résulterait 

alors de la consanguinité de la population souche de petite taille ou de la population 

immigrée. 

Il serait intéressant d’utiliser des analyses complémentaires pour vérifier cette hypothèse, par 

exemple avec l’étude des allèles rares, ou encore avec l’utilisation de l’indice « M » de Garza, 

qui permet de reconstruire les histoires d’invasion en discriminant les goulots 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 espèces et les populations (Berrill et al. 1994; 

Bridges & Semilitsch 2000; Endelpols et al. 2007). L’identification précise des espèces est 

donc cruciale pour appréhender les phénomènes de résistances et développer des stratégies de 

lutte efficaces. D’après nos résultats d’identification moléculaire par la méthode barcoding 

(Hebert et al. 2003), les deux populations expérimentées dans cette étude appartenaient à des 

espèces différentes. Dans la plantation de Riau, où aucun raticide n’a été utilisé depuis 2002, 

tous les sujets expérimentaux étaient des rats des champs malais Rattus tiomanicus, une 

espèce arboricole naturellement présente dans la péninsule malaisienne et dans les îles de la 

Sonde (cf. partie IV.1), qui a progressivement envahit les plantations de palmiers à huile où 

elle est fréquemment enregistrée (Wood & Fee 2003).  

A l’inverse, la composition des espèces était plus complexe dans la plantation de Bangka, qui 

est intensément traitées aux anticoagulants depuis 1993. Cette population était constituée de 

deux haplogroupes mitochondriaux correspondant au rat asiatique des maisons Rattus 

tanezumi et au rat oriental des maisons Rattus R3 (sensu Pagès et al. 2003). Ces haplogroupes 

appartiennent au même clade (Aplin et al. 2011) qui a été nommé Rattus tanezumi-R3 dans 

l’ensemble de la thèse. Il a précédemment été discuté du statut incertain des espèces étudiées 

Rattus tanezumi et Rattus R3. Bien que ces entités diffèrent sur un plan mitochondrial, elles 

ne sont pas distinguables sur un plan nucléaire (partie IV.2.1.), ce qui suggère des bases 

génétiques communes et  une réponse aux anticoagulants similaire. Rattus tanezumi-R3 est 

présent dans de nombreux habitat anthropiques et dans les forêts secondaires, et a 

probablement été introduit en Indonésie (cf. partie IV.1) (Aplin et al. 2011). 

 

L’anticoagulant (AVK) utilisé à Bangka est le coumatétralyl, un anticoagulant de première 

génération, qui a été préférentiellement choisi parmi les autres molécules pour son faible 

risque d’intoxication secondaire pour les chouettes effraies, qui sont utilisées pour la lutte 

biologique (Fisher et al. 2003). L’approche conventionnelle pour détecter les phénomènes de 
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résistance aux anticoagulants est le test BCR (Blood Clotting Response), qui se base sur la 

mesure d’un temps de coagulation sanguine, le temps de prothrombine (PT), en réponse à 

l’exposition aux anticoagulants. Les anticoagulants ayant un délai d’action, le temps de 

coagulation est mesuré plusieurs heures après l’exposition. Ainsi, vingt-quatre heures après 

l’exposition, le temps de coagulation est significativement augmenté chez un animal sensible 

aux anticoagulants, alors qu’il est relativement normal chez un animal résistant (Prescott & 

Buckle 2000). 

 

La plupart des rats expérimentés dans la plantation de Riau, non traitée aux anticoagulants, a 

été fortement affectée par l’exposition expérimentale aux AVK. Des valeurs élevées de PT 

ont été obtenues pour environ 80% des animaux testés à la dose efficace de référence (ED50Rn) 

qui a été déterminée chez une lignée de rats bruns Rattus norvegicus sensibles aux AVK 

(Prescott 2003). A cette même dose, environ 20% des rats ont cependant maintenu un faible 

PT, similaire au temps de coagulation basal enregistré pour cette population (31,5 secondes). 

Cette variabilité individuelle de réponse aux AVK est courante, même chez les lignées 

sensibles de rats de laboratoire. Etant donné la forte proportion de réponses positives au 

coumatétralyl, les résultats obtenus suggèrent que la dose efficace de la population de Riau est 

similaire à la dose efficace de référence ED50Rn. 

Les faibles réponses enregistrées chez 20% des individus peuvent correspondre à des « faux-

positifs » dues à la méthode d’expérimentation (Pelz et al. 2005). Néanmoins, elles peuvent 

aussi caractériser une population mélangée avec des immigrants provenant de villages 

alentours régulièrement traités, ou encore représenter des individus historiquement 

sélectionnés par l’utilisation passée des anticoagulants dans la plantation de 1986 à 2002. 

 

Les réponses phénotypiques obtenues pour les rats de la plantation de Bangka, 

systématiquement traitée au coumatétralyl étaient très différentes de celles de Riau. Dans la 

plantation de Bangka, des concentrations importantes de coumatétralyl (i.e. ≥ 4 x ED50Rn) ont 

été nécessaires pour induire des valeurs de PT élevées (>75 secondes). Cependant, même à de 

très fortes doses (32 x ED50Rn), quatre individus sur les cinq testés ont maintenu des valeurs 

de PT très faibles (PT < 56 secondes). 
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Les résultats expérimentaux montrent que les rongeurs étaient plus sensibles aux 

anticoagulants dans la plantation non traitée que dans la plantation traitée. Des phénotypes 

sensibles ont été observés dans les deux plantations, mais la proportion des phénotypes 

sensibles était plus importante dans la plantation non traitée. Deux hypothèses peuvent 

expliquer cette différence entre les rongeurs de la plantation de Riau et les rongeurs de la 

plantation de Bangka.  

La première hypothèse suppose que la sensibilité au coumatétralyl pourrait être une 

conséquence directe de la pression de sélection effectuée par les traitements systématiques 

aux AVK. Les phénotypes résistants constitueraient un avantage dans la plantation de Bangka 

et la proportion de rats résistants augmenterait au détriment des individus sensibles. C’est un 

phénomène classique de la sélection naturelle et de l’adaptation génétique, qui est observé 

dans des populations évoluant dans un environnement soumis à des pressions de sélection. 

Une étude récente a démontré qu’une utilisation systématique et intensive de coumatétralyl 

pendant une période de six ans, aurait conduit à la sélection de la résistance aux AVK chez le 

rat noir (Wang et al. 2008). Néanmoins, les phénotypes de résistance aux pesticides sont 

souvent associés à des coûts biologiques (i.e. diminution de la fitness) et sont donc plutôt 

sélectionnés dans des conditions d’exposition aux pesticides (Coustau et al. 2000). Ainsi, le 

traitement intensif aux AVK dans la plantation de Bangka permettrait le maintien de hauts 

degrés de résistance phénotypique dans la population de rongeurs. A l’inverse, l’absence de 

traitement aux AVK depuis de nombreuses années dans la plantation de Riau aurait conduit à 

la perte de phénotypes résistants dans la population de rongeurs. A ce jour, les coûts à la 

résistance aux AVK chez les rongeurs n’ont pas été démontrés, bien qu’ils aient été suggérés 

par certaines études (Hermodson et al. 1969; Kohn et al. 2008; Partridge 1980). 

 

La deuxième hypothèse suppose que la différence de sensibilité aux AVK observée entre les 

deux sites pourrait être expliquée par des différences intrinsèques entre les deux espèces 

Rattus tiomanicus et Rattus tanezumi/R3. En effet, la sensibilité aux pesticides varie selon les 

genres (Watanabe et al. 2010) et les espèces (Dowding et al. 2010; Sroda & Cossu-Leguille 

2011; Berrill et al. 1994), due aux différentes histoires évolutives ou aux différents 
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déterminismes génétiques impliqués dans les phénomènes de résistance aux pesticides. Au 

cours de son histoire évolutive, Rattus tanezumi/R3 pourrait avoir développé une capacité 

adaptative pour le mécanisme de résistance au coumatétralyl. Ce clade aurait ainsi acquis des 

mutations génétiques impliquant différentes conformations structurales et/ou fonctionnelles 

des protéines impliquées dans les mécanismes de résistances, telle que la cible moléculaire 

des AVK ou les enzymes de détoxification. Rattus tanezumi/R3 vit généralement dans des 

habitats anthropiques qui sont fortement soumis aux pressions de sélection par les AVK et 

auraient historiquement conduit à une pré-sélection de mécanismes de tolérance aux AVK. 

Cette évolution adaptative aurait pour conséquence une sensibilité aux AVK plus faible chez 

Rattus tanezumi/R3 que chez les autres espèces de rongeurs, tel que Rattus tiomanicus. Cette 

hypothèse repose sur une différence de sensibilité interspécifique entre Rattus tanezumi/R3 et 

Rattus tiomanicus et suggère que les résultats observés ne dépendent pas de la sélection 

contemporaine exercée par l’utilisation intensive d’AVK à Bangka durant ces dix dernières 

années. 

 

Les limites de cette étude expérimentale, dues au faible nombre de sujets expérimentaux et au 

manque d’informations concernant les niveaux de tolérance aux AVK chez ces espèces, ne 

permettent pas de choisir entre les deux hypothèses. Cependant, l’hypothèse la plus 

vraissemblable concerne la sélection contemporaine du phénomène de résistance aux AVK 

dans la population de Rattus tanezumi/R3 de Bangka, suite à l’intensité des traitements. Il 

serait intéressant de capturer et d’étudier des individus sensibles de ce clade dans la zone 

traitée ainsi que des individus résistants dans la zone non traitée aux AVK. Le croisement de 

ces deux taxons en laboratoire permettrait d’étudier les mécanismes de résistance dans des 

lignées aux différents degrés de sensibilité aux AVK. De même, il serait intéressant de 

mesurer la capacité de résistance aux AVK de Rattus tiomanicus en laboratoire. 
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IV.3.2. IMPLICATIONS DE VKORC1 DANS LA SENSIBILITE AU 
COUMATETRALYL  
 
La protéine hépatique VKORC1 est la cible moléculaire des AVK. Les dérivés coumariniques 

exercent un effet anticoagulant en inhibant la capacité de la protéine VKORC1 de régénérer la 

vitamine K réduite à partir de vitamine K époxyde (Suttie 1987). Le polymorphisme du gène 

vkorc1 est connu pour moduler la réponse aux raticides et influencer ainsi l’efficacité des 

méthodes de lutte contre les rongeurs (Grandemange et al. 2009, Pelz et al. 2005). En effet, 

les mutations SNP peuvent modifier la conformation du site actif de la protéine et ainsi 

réduire son affinité pour les AVK (Li et al. 2010, Rishavy et al. 2010). Depuis 2004, le 

screening du gène vkorc1 a été utilisé comme un outil de gestion contre les rongeurs pour 

cartographier les mutations de résistance dans les pays (Pelz et al. 2005, Rost et al. 2009, 

Grandemange et al. 2010, Baert et al. 2012). L’analyse des séquences du gène vkorc1 dans la 

population sensible Rattus tiomanicus de Riau et dans la population résistante Rattus 

tanezumi/R3 de Bangka a permis d’identifier plusieurs mutations silencieuses communes aux 

deux espèces (R12R, H68H, I107I, T137T) et deux mutations supplémentaires chez Rattus 

tanezumi/R3 (L15L et S103S). Les mutations silencieuses ne modifient pas les propriétés 

enzymatiques de la protéine VKORC1 et ne sont ainsi pas à l’origine de mécanisme de 

résistance. 

 

Cependant, deux mutations SNP provoquant une substitution d’acide aminé ont  été détectées 

chez  Rattus tanezumi/R3 : I90L et A143V. Le remplacement d’une isoleucine par une leucine 

à la position 90 n’a pas montré de modification de l’activité de VKORC1 in vitro et ne serait 

ainsi pas responsable de mécanisme de résistance (Rost et al. 2009). De plus, cette mutation 

est également présente chez de nombreuses espèces (e.g. H. sapiens, M. musculus, G. gallus) 

et serait une substitution d’acide aminé fonctionnellement conservatrice. Par contre, le 

remplacement d’une alanine par une valine en position 143 augmente l’activité basale de 

VKORC1 après expression de la protéine recombinante dans les cellules HEK 293 (Rost et al. 

2009). Cette mutation pourrait être impliquée dans la résistance aux anticoagulants. Elle est 

associée avec une mutation silencieuse S103S de l’exon 3. Cependant, cet haplotype n’est pas 

présent chez tous les animaux au phénotype résistant et ne peut ainsi pas être à elle seule 
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l’origine de la faible sensibilité aux AVK observée chez Rattus tanezumi/R3 à Bangka. Le 

phénomène de résistance observé dans cette population n’est donc pas lié à un 

polymorphisme du gène codant pour la cible des AVK, car aucune mutation identifiée dans 

vkorc1 ne permet d’expliquer le phénomène de résistance mesuré dans cette population. 

 
Dans de nombreuses études, les polymorphismes de mutations ponctuelles de vkorc1 se sont 

avérés responsables de phénotypes résistant dans des lignées de rongeurs européennes Rattus 

norvegicus (Grandemange et al. 2009; Pelz et al. 2005). Cependant, d’autres mécanismes 

doivent être étudiés chez Rattus tanezumi/R3. Une mutation fonctionnelle dans le promoteur 

de vkorc1 a été associée aux phénomènes de sensibilité à la warfarine chez l’homme (Yuan et 

al. 2005). De plus, la variabilité des gènes codant pour les enzymes impliquées dans le 

métabolisme des xénobiotiques, comme les cytochromes P450 (CYP450), influence fortement 

les doses efficaces de warfarine (Takeuchi et al. 2009). De rares mutations dans les CYP450 

peuvent affecter leur fonction enzymatique et la clairance de la warfarine. Il a été mesuré une 

augmentation de l’hydroxylation de la warfarine par une surexpression des CYP3A2 

(cytochrome P450 3A2) chez les rats noirs Rattus rattus résistants à la warfarine au Japon 

(Ishizuka et al. 2007). Les deux espèces étudiées dans les plantations de palmier à huile 

indonésiennes, Rattus tiomanicus et Rattus tanezumi/R3, sont phylogénétiquement plus 

proches du rat noir Rattus rattus que du rat brun Rattus norvegicus, et pourraient avoir ainsi 

des mécanismes de résistance similaires au rat noir, faisant donc intervenir une modification 

du métabolisme des AVK. 

 

Cette étude est la première à avoir démontré une tolérance physiologique aux AVK chez les 

populations de rats invasives des plantations de palmiers à huile en Indonésie. L’identification 

de marqueurs moléculaires associés à ces phénotypes permettraient le développement d’un 

biomarqueur. Cet outil permettrait ainsi de prédire l’efficacité des anticoagulants utilisés pour 

la gestion des rongeurs ravageurs, et ainsi d’adapter les stratégies de lutte pour maintenir une 

population « sous contrôle ». 
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V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 
 

Ce présent travail a permis de mettre en évidence la présence de deux espèces prédominantes 

dans les plantations de palmiers à huile en Indonésie: le rat des champs malais Rattus 

tiomanicus et le rat asiatique des maisons Rattus tanezumi-R3. Ce dernier a une distribution 

abondante. Il aurait été introduit par l’homme, et coloniserait les plantations à partir des 

villages. 

 

Sa distribution augmente en Malaisie (Wood & Fee 2003 ; Hafidzi & Saayon 2001), où il 

semble envahir cet agro-écosystème au dépend de l’espèce endémique Rattus tiomanicus. 

Deux hypothèses permettraient d’expliquer ce phénomène. La première propose une 

compétition interspécifique importante dont Rattus tanezumi-R3 serait un meilleur 

compétiteur. La seconde repose sur une hybridation potentielle de ces espèces génétiquement 

proches, et suggère que Rattus tanezumi-R3 serait un meilleur reproducteur. D’après les 

connaissances taxonomiques actuelles (Aplin et al. 2011), la première hypothèse est la plus 

vraisemblable.  

 

� L’élevage de ces espèces en animalerie permettrait de tester leur capacité 

d’hybridation, et de confirmer ou infirmer la seconde hypothèse précédemment 

évoquée. 

 

Une troisième hypothèse suggère que ces espèces répondent différemment à la pression de 

lutte chimique aux AVK, et que cela influence leur patron de distribution géographique. Cela 

expliquerait l’abondance de Rattus tanezumi-R3 par rapport à Rattus tiomanicus 

potentiellement plus sensible aux AVK. 

 

� Il serait intéressant de tester l’effet des traitements aux AVK sur l’abondance relative 

des espèces. 
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La différenciation génétique entre les espèces Rattus tiomanicus, Rattus tanezumi, et Rattus 

R3 est modérée. La taxonomie de ces espèces est cryptique. Une étude a mis en évidence des 

croisements peu fertiles entre ces espèces (Dhaliwal 1963). 

 

� La réalisation de croisement entre Rattus tanezumi et Rattus R3 éclairerait leur 

taxonomie. 

 

Quelle que soit l’espèce ou la caractéristique écologique de la plantation, les populations sont 

structurées selon un patron d’isolement par la distance. Ces populations sont spatialement 

continues en palmeraies et semblent peu présentes en milieux naturels. L’organisation en 

grandes populations continues caractériserait des populations persistantes difficiles à 

éradiquer (Abdelkrim et al. 2005a).  

En outre, certaines espèces endémiques provenant des habitats naturels peuvent occuper la 

plantation, comme par exemple le bandicoot à Irian Jaya. Cela a également été observé dans 

les plantations de noix de coco en Indonésie (Weist et al. 2010). Il est envisageable que la 

restauration d’habitats naturels au sein des palmeraies pourrait augmenter les interactions 

biotiques (e.g. compétition, prédation) et constituer une barrière à la dispersion (Veres et al. 

2011). La gestion durable des plantations de palmiers à huile par l’utilisation du paysage 

semble constituer une stratégie de lutte intéressante de ces populations de rongeurs (Foster et 

al. 2011, Fitzherbert et al. 2008). 

 

� Il serait intéressant de conduire des études en conditions naturelles dans des 

plantations hétérogènes, pour mesurer la dispersion des rongeurs à travers des patchs 

d’habitats naturels. 

 

Bien que suggéré (Wood & Liau 1978), le phénomène de résistance aux AVK n’avait jamais 

été démontré chez ces espèces. 

La sélection de populations résistantes par les AVK avait déjà été suspectée chez Rattus losea 

en Chine (Wang et al. 2008) et chez le campagnol terrestre, Arvicola terrestris scherman, en 

France (Vein et al. 2011). Toutefois, il n’est pas exclu que le fort degré de résistance observé 
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chez cette espèce soit lié à une forte plasticité intrinsèque en réponse à l’exposition aux AVK. 

Les analyses de génétique des populations couplées aux analyses de résistance aux pesticides 

suggèrent qu’une utilisation intensive d’AVK provoquerait un effondrement du nombre 

d’individus sensibles, et que les individus résiduels résistants refonderaient une nouvelle 

population chez Rattus tanezumi-R3. Qu’il soit sélectionné par les AVK ou spontané, le 

mécanisme de résistance étudié chez Rattus tanezumi-R3 n’est pas associé à une mutation de 

la molécule cible VKORC1. Ces résultats incitent fortement à continuer les recherches pour 

déterminer l’origine de la résistance chez cette espèce. Dans le contexte actuel, déterminer un 

marqueur génétique de la résistance constitue un outil de gestion intéressant pour attester le 

statu d’une population (le degré de tolérance aux AVK). 

 

� Rattus tanezumi-R3 est phylogénétiquement proche du rat noir Rattus rattus dont le 

mécanisme de résistance aux AVK est principalement métabolique (Ishizuka et al. 

2007). L’étude des enzymes du métabolisme des xénobiotiques tels que les 

cytochromes P450 permettrait certainement d’identifier l’origine du mécanisme de 

résistance aux AVK chez  Rattus tanezumi-R3. 

 

� Vérifier l’éxistence de populations de Rattus tiomanicus résistantes aux AVK, et de 

populations de Rattus tanezumi-R3 sensibles aux AVK, permettrait de définir si la 

résistance aux AVK est spontannée ou sélectionnée dans les palmeraies. 

 

L’hypothèse formulée sur l’éventuelle hybridation des espèces prédominantes dans les 

palmeraies introduit le problème de transmission de la résistance au sein de ces populations. 

Un phénomène d’introgression du gène de résistance aux AVK pourrait ainsi être envisagé, 

comme il a récemment été démontré chez la souris (Song et al. 2011). 

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

stratégies de gestion anti-rongeur en fonction de l’espèce concernée.  
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- Rattus tanezumi-R3 colonise très probablement les plantations par l’intermédiaire de 

l’homme. En premier lieu, il est donc préconisé de limiter les voies d’introduction de Rattus 

tanezumi-R3 dans les plantations, par exemple en isolant les villages et les usines de l’habitat 

agricole. En second lieu, il est conseillé de limiter l’utilisation de raticide aux anticoagulants 

AVK à des traitements de contrôles ponctuels et spatialement limité. En effet, Rattus 

tanezumi-R3 est capable de développer un fort degré de résistance au coumatétralyl. De plus, 

il est impossible de définir des unités d’éradication chez cette espèce qui vit en populations 

spatialement structurées par la distance dans les plantations. Des traitements étendus et 

systématiques favoriseraient l’établissement de populations fortement résistantes aux 

anticoagulants AVK, rendant leur contrôle difficile. Enfin, la fragmentation du paysage limite 

la dispersion de Rattus tanezumi-R3. L’utilisation du paysage, tel que l’élaboration de 

corridors naturels au sein des plantations, semble une technique appropriée pour : limiter 

l’expansion des populations invasives de Rattus tanezumi-R3,  limiter la propagation de la 

résistance, et également favoriser la présence d’espèces endémiques (tels que les prédateurs et 

les compétiteurs naturels de Rattus tanezumi-R3). 

 

- Rattus tiomanicus semble coloniser les plantations depuis les habitats naturels. La mise en 

place de corridors naturels ne permettrait donc pas de limiter son introduction. Cependant, 

l’utilisation de prédateurs naturels tels que la chouette effraie semble efficace pour contrôler 

cette espèce de plus petite taille. L’utilisation d’anticoagulants AVK pour contrôler Rattus 

tiomanicus est déconseillée car cette technique favorise l’apparition de la résistance aux AVK 

dans ces populations spatiallement continues, ainsi que l’installation de Rattus tanezumi-R3. 

 

Les résultats présentés dans cette thèse incitent fortement à poursuivre les recherches 

concernant le statut des espèces (e.g. possibilité d’hybridation), la dispersion à travers le 

paysage (e.g. existence de barrières physiques), et l’origine de la résistance aux AVK (e.g. 

métabolique). Il est urgent de limiter l’expansion de Rattus tanezumi-R3 dont la gestion est 

difficile (résistance aux pesticides). La gestion durable des plantations de palmier à huile dans 

le Sud-Est asiatique représente un enjeu économique et écologique 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, 

closed 
 BIO2 Mean Diurnal Range (Mean of monthly (max 

temp - min temp)) 
3 Tree Cover, broadleaved, deciduous, 

open 
 BIO3 Isothermality (BIO2/BIO7) (* 100) 

4 Tree Cover, needle-leaved, evergreen  BIO4 Temperature Seasonality (standard deviation 

*100) 
5 Tree Cover, needle-leaved, deciduous  BIO5 Max Temperature of Warmest Month 
6 Tree Cover, mixed leaf type  BIO6 Min Temperature of Coldest Month 
7 Tree Cover, regularly flooded, fresh 

water 
 BIO7 Temperature Annual Range (BIO5-BIO6) 

8 Tree Cover, regularly flooded, saline 

water 
 BIO8 Mean Temperature of Wettest Quarter 

9 Mosaic: Tree Cover / Other natural 

vegetation 
 BIO9 Mean Temperature of Driest Quarter 

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 

cover 
 BIO14 Precipitation of Driest Month 

15 Regularly flooded shrub and/or 

herbaceous cover 
 BIO15 Precipitation Seasonality (Coefficient of 

Variation) 
16 Cultivated and managed areas  BIO16 Precipitation of Wettest Quarter 
17 Mosaic: Cropland / Tree Cover / Other 

natural vegetation 
 BIO17 Precipitation of Driest Quarter 

18 Mosaic: Cropland / Shrub and/or grass 

cover 
 BIO18 Precipitation of Warmest Quarter 

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 
d’allèles 

Richesse 
allélique 

Gamme 
de taille 

HWE Fréquence 
d'allèles 

nuls 

He Ho Fis 

D10Rat20 20 13,932 89-129 0 0,11 0,90 0,68 0,24 

Rr021 19 12,831 188-224 0 0,06 0,89 0,76 0,14 

Rr114 40 21 ,000 321-377 0 0,06 0,95 0,83 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 0,88 0,84 0,04 

Rr068 15 12,159 94-136 0,204 0,01 0,89 0,88 0,01 

D11Rat56 12 8,295 264-293 0,014 0,05 0,81 0,70 0,13 

 
Bangka (n=108) 

       

Loci Nombre 
d’allèles 

Richesse 
allélique 

Gamme 
de taille 

HWE Fréquence 
d'allèles nuls 

He Ho Fis 

D10Rat20 21 14,93 87-191 0,22 0,00 0,91 0,96 -0,06 

Rr021 19 12,53 182-234 0,32 0,02 0,89 0,87 0,02 

Rr114 28 17,64 331-380 0,25 0,00 0,93 0,96 -0,03 

D18Rat75 15 11,19 100-196 0,00 0,04 0,87 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 0,91 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 
d’allèles 

Richesse 
allélique 

Gamme 
de taille 

HWE Fréquence 
d'allèles nuls 

He Ho Fis 

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 0,82 0,78 0,05 

Rr114 18 12,30 340-390 0,00 0,07 0,88 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 0,58 0,46 0,20 

Rr068 10 7,80 96-142 0,00 0,04 0,81 0,72 0,12 

D11Rat56 10 8,09 267-289 0,00 0,10 0,74 0,58 0,21 

Annexe I. Estimations sur l’ensemble des échantillons. HWE, test exact d’Hardy-Weinberg ; He, hétérozygotie 

attendue ; Ho, hétérozygotie observée 
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ANNEXE III. STRUCTURE GENETIQUE DE RIAU, BANGKA, ET  IRIAN 
JAYA  

A. Riau 

 

 

 

 

 

 

B. Bangka 

 

 

 

 

 

 

 

C. Irian Jaya 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe II. Probabilités postérieures [L(K) (±SD)] obtenues avec le logiciel STRUCTURE (à gauche) et corrigées ∆K 

avec la méthode Evanno (à 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. Oil 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
-1

). The 

biochemical basis of this tolerance remains unknown, but may involve the vkorc1 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. 

Oil 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 

Pagès 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 (Pagès 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 γ-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 vkorc1 

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 vkorc1 

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 vkorc1 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 (ED50) 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 ED50Rn, the effective dose for susceptible strains of Rattus norvegicus (ED50= 0.36 

mg.kg
-1 

for males and ED50= 0.44 mg.kg
-1 

for females) (Prescott 2003). The rats were assigned to various 

experimental groups (n ≥4) treated with different concentrations of coumatetralyl: from 0 x ED50Rn to 32 x 

ED50Rn. 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- vkorc1  amplification and sequencing 

We analyzed the vkorc1 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 vkorc1 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 vkorc1 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). vkorc1 

haplotypes were deposited in GenBank (JN129977-JN129984). We investigated the effect of single nucleotide 

polymorphisms, by also comparing the vkorc1 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).  



 

 

 

 

146 

 

 

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 (m0.5= 57; m0.75= 84.5; m1=92, 

m2=100). Coumatetralyl also affected intragroup variability. An injection of 1 x ED50Rn 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 ED50Rn coumatetralyl, the subjects 

(n=4) had a PT of 100 seconds. Therefore, the ED50 for Rattus tiomanicus appeared to be almost identical to the 

ED50Rn 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 ED50Rn coumatetralyl had a small effect on group 

response slightly increasing prothrombin time (median1 = 40 seconds). Following the administration of doses of 

more than 4 x ED50Rn, 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 ED50Rn.  

 

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 ED50Rn 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- vkorc1 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, I107I 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 vkorc1 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, I107I, 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, I90L, 

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 vkorc1 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 between species (Berrill et al. 1994; Bridges and Semilitsch 2000; 
Endelpols et al. 2007). The precise identification of the target pest species, in context, is therefore important for 
the development of efficient control strategies. Some authors have highlighted the lack of confidence in 
morphology-based methods and have stressed the relevance of DNA-based barcoding methods for avoiding the 
misidentification of Rattus species in South-East Asia (Robins et al. 2007; Pagès et al. 2010). It has been pointed 
out that “Many Rattus species are difficult to distinguish morphologically, by both specialists and 
nonspecialists” (Robins et al. 2007) and caution is therefore required when interpreting previously reported data 
for Rattus in South-East Asia. Our molecular barcoding results for the COI gene (Hebert et al. 2003) revealed 
that the rat species found in oil palm plantations were different in the two sites studied.  
In the oil palm plantation of Riau, on Sumatra, where no rodenticide has been used since 2002, all the rats 
collected were identified as Malaysian field rat, Rattus tiomanicus. This arboreal species is naturally present in 
the Malay Peninsula and the surrounding Sunda Shelf islands (including southern Thailand, Borneo, Java and 
Sumatra), where it originally lived on the edge of the scrub and in secondary forest, but has since moved into oil 
palm plantations (Buckle et al. 1997; Aplin et al. 2003). This species has also frequently been recorded in oil 
palm plantations in Malaysia (Wood and Fee 2003). 
 
By contrast, species composition appears to be more complex in the other sampling area. In the oil palm 
plantation of Bangka, to the South-East of Sumatra, which has been subject to high chemical pressure for rat 
control since 1993, we identified two mitochondrial DNA haplogroups: the Asian house rat Rattus R3 (sensu 
Pagès et al. 2010) and the oriental house rat Rattus tanezumi. The Rattus R3 taxon is considered to be a 
generalist living in close contact with humans, and was probably introduced into various parts of the Indonesian 
archipelago by human trade activities. Rattus tanezumi is found in various anthropogenic habitats, both in towns 
and crops, and on the edge of secondary forest. Both genetic entities occur in the Sunda Shelf Islands, including 
both Sumatra and Bangka, and our data indicate that they are sympatric on Bangka. Previous studies have also 
reported this to be the case: “(…) the island populations of the Sunda Shelf contain a complex admixture of both 
major haplotype groups (…)” (Wilson and Reeder 2005). Some authors consider Rattus diardii (i.e. Rattus R3) 
to be synonymous with rattus tanezumi (Musser and Carlton 2005). However, it has been observed that nuclear 
markers, e.g. microsatellites, cannot differentiate these two groups (data not shown). The sharing of commons 
alleles shows may be due to current gene flow or to ancestral polymorphism. Nonetheless, individuals with 
similar nuclear genetic material are expected to respond similarly to same environmental context, such as 
pesticide pressure. In this study, we consider Rattus tanezumi/R3 clade including both Rattus R3 and Rattus 
tanezumi. 
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Susceptibility to coumatetralyl 

 

The rodenticide used in Bangka is coumatetralyl, a first-generation anticoagulant rodenticide (FGAR), which has 
been preferred over other molecules because of there is relatively little risk of first and secondary poisoning of 
the barn owls used for biological control (Fisher et al. 2004). The conventional phenotypic approach to 
resistance detection is the blood clotting response method (BCR), based on the measurement of prothrombin 
time (PT) in response to anticoagulant exposure. Twenty-four hours after exposure to AVK, PT increases 
significantly in animals susceptible to this molecule. By contrast, only a slight change in PT is observed in 
resistant animals (Prescott and Buckle 2000).  
 
Most of the rats in the untreated area, in Riau, were strongly affected by experimental exposure to AVK. Very 
high PT values were obtained for about 80% of the animals tested with the doses corresponding to the effective 
dose (ED50Rn) determined for susceptible laboratory strains of Rattus norvegicus (Prescott 2003). However, 
about 20% of the rats had low PT values, similar to the basal blood clotting time measured in Riau (31.5 
seconds) after exposure to the ED50Rn. This variability in response to AVK is common, even in susceptible 
laboratory strains of rats, and we assume that the high proportion of positive responses to the ED50Rn demonstrate 
that this dose is also effective in the population tested in Riau. We acknowledge that these results could also be 
interpreted as indicating that the rat population is actually an admixture of individuals with different degrees of 
susceptibility to coumatetralyl, due to the immigration of individuals from the regularly treated villages close to 
the plantations or past use of anticoagulant in the plantation, from 1986 to 2002. 
 
The results obtained for the rats of Bangka island were very different from those for the rats of Riau. In Bangka, 
high levels of exposure to coumatetralyl (i.e. ≥ 4 x ED50Rn) were required to induce high PT values (>75 
seconds). However, even at very high exposures (32 x ED50Rn), some rats continued to display very low PT 
values: four of the five treated rats had a PT value of less than 56 seconds. Thus, rats were much more 
susceptible to anticoagulant in the untreated plantation than in the treated plantation. Susceptible phenotypes 
were found in both the treated and untreated plantations, but the proportion of susceptible phenotypes was much 
higher in the untreated plantation than in the treated plantation. There are two possible reasons for the difference 
in susceptibility between the rats of the Riau and Bangka plantations.  
 
Firstly, susceptibility to anticoagulant may be directly related to the selective pressure exerted by AVK 
treatments. Resistant phenotypes would confer an advantage in the AVK-treated area and their relative 
abundance would thus be expected to increase in these areas, at the expense of susceptible phenotypes. This is a 
classical expectation of the natural selection and genetic adaptation of populations in a selective environment. A 
recent study showed that the almost systematic application of high levels of coumatetralyl over a period of six 
years may have led to the selection of resistance in rats (Wang et al. 2008). Nevertheless, pesticide resistance 
phenotypes are often associated with a fitness cost (a decrease in fitness) and are therefore selected mostly in 
conditions of pesticide exposure (Coustau et al. 2000). Thus, the intensive AVK treatment on Bangka Island 
probably maintains high levels of phenotypic resistance in the rat population. Conversely, in the Riau plantation, 
the absence of AVK treatment for a number of years may have resulted in the loss of resistant phenotypes in the 
rat population. It has not yet clearly been established that AVK resistance in rodents entails a fitness cost, 
although some reports have suggested that this is the case (Hermodson et al. 1969; Kohn et al. 2008; Partridge 
1980). 
 
Alternatively, there may be intrinsic differences in susceptibility between the species, Rattus tiomanicus and 
Rattus tanezumi/R3 clade. Pesticide susceptibility has been shown to vary between genera (Watanabe et al. 
2010) and species (Dowding et al. 2010; Sroda and Cossu-Leguille 2011; Berrill et al. 1994), due to differences 
in evolutionary history or differences in genetic architecture with respect to pesticide resistance. During its 
evolutionary history, Rattus tanezumi/R3 clade may have developed a capacity for adaptive resistance to 
coumatetralyl. Rattus tanezumi/R3 clade may have acquired mutations resulting in different structural and/or 
functional conformations and activities of the proteins involved in the resistance mechanism, such as the 
molecular target of AVK or detoxification enzymes. This species generally lives in anthropogenic habitats 
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systematically subject to AVK selection pressure, and this may have led to a historical preselection of AVK 
tolerance. This specific pattern of evolution in Rattus tanezumi/R3 clade may have resulted in a lower 
susceptibility than in other Rattus species, such as Rattus tiomanicus in particular. This hypothesis supports the 
notion that Rattus tanezumi/R3 clade was simply originally less susceptible to coumatetralyl than Rattus 
tiomanicus and that this difference in susceptibility is not a direct consequence of the selection pressure induced 
by anticoagulant treatment on Bangka over the last 10 years.  
 
Given the limitations of our approach — the small number of individuals studied and the absence of previous 
information on AVK tolerance status — we cannot formally distinguish between these two hypotheses. 
However, the most parsimonious hypothesis would be the selection of resistance mechanisms in the population 
of Rattus tanezumi/R3 clade on Bangka. It would be interesting to obtain and to study susceptible Rattus 
tanezumi/R3 clade in the treated area or resistant Rattus tanezumi/R3 clade in the untreated area. The crossing of 
these two taxa in the laboratory would make it possible to investigate resistance mechanism in susceptible and 
less susceptible strains, as a reference. In addition, population genetics studies would provide information about 
the patterns of colonization of oil palm plantations by the various species as a function of AVK exposure (see 
Belfiore and Anderson 2001). 

 

 

Involvement of vkorc1 in susceptibility to coumatetralyl 

 

VKORC1 is the hepatic molecular target of AVK. Coumarin derivatives exert their anticoagulant effects by 
preventing the ability of VKORC1 protein to regenerate reduced vitamin K from its epoxide form (Suttie 1987). 
Vkorc1 genetic polymorphism has been shown to mediate the response to rodenticide and to modulate the 
efficacy of rodent population control (Grandemange et al. 2009, Pelz et al. 2005). SNPs can modulate the active 
site of the protein, reducing its affinity for AVK (Li et al. 2010, Rishavy et al. 2010). Since 2004, the vkorc1 
gene has been used as a genetic screening tool for countrywide investigations of resistance (Pelz et al. 2005, 
Rost et al. 2009, Grandemange et al. 2010). We analyzed the vkorc1 sequences of both susceptible and less 
susceptible rats of the Rattus tanezumi/R3 clade in Bangka and of Rattus tiomanicus in Riau. We identified 
several silent mutations in both species (R12R, H68H, I107I, T137T) and two silent mutations present solely in 
Rattus tanezumi/R3 clade (L15L and S103S). Silent mutations do not affect the properties of the VKORC1 
protein and therefore cannot be responsible for resistance. However, two amino-acid substitutions were also 
found in Rattus tanezumi/R3 clade: I90L and A143V. The replacement of isoleucine-90 by a leucine residue has 
no effect on VKOR activity in vitro, and is found in many species in individuals with a wild-type phenotype 
(E.G. H. SAPIENS, M.MUSCULUS, G. GALLUS). THIS MUTATION COULD BE related to a functionally 
conservative amino-acid substitution (Rost et al. 2009). However, the replacement of alanine-143 by a valine 
residue might be involved in anticoagulant resistance (Rost et al. 2009), increasing the basal activity of 
VKORC1 protein after recombinant expression in HEK 293 cells. This genotype is linked to the silent mutation 
S103S in exon 3. However, this haplotype is not present in all the resistant animals of Bangka, and cannot 
account for the low susceptibility observed in Rattus tanezumi/R3 clade. We identified no SNPs in vkorc1 
associated with the phenotypic resistance observed. Thus, the phenomenon observed in Bangka does not result 
from polymorphism of the gene encoding the molecular target of AVK.  
 
In many studies, vkorc1 single nucleotide polymorphisms have been shown to be responsible for resistant 
phenotypes in European strains of Rattus norvegicus (Grandemange et al. 2009; Pelz et al. 2005). However, 
other possible explanations for Rattus tanezumi/R3 clade phenotypes remain to be explored. A new functional 
mutation in the vkorc1 promoter in humans has recently been associated with warfarin susceptibility (Yuan et al. 
2005). Variation of the genes encoding enzymes involved in drug metabolism, such as cytochrome P450 
(CYP450), greatly influences effective warfarin doses (Takeuchi et al. 2009). Rare missense mutations in 
cytochrome P450 may affect enzyme function and warfarin clearance. Moreover, a higher CYP3A2 (cytochrome 
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P450 3A2) expression in warfarin resistant rats increases the hydroxylation of warfarin in Rattus rattus in Japan 
(Ishizuka et al. 2007). The two species studied — Rattus tiomanicus and Rattus tanezumi/R3 clade — are 
phylogenetically closer to R. rattus than R. norvegicus, and may therefore have developed the same resistance 
mechanism to AVK.  
 
This study is the first to demonstrate physiological tolerance to AVK in Rattus in oil palm plantations. Identify 
molecular markers associated with this phenotype could be used as a biomarker for predicting effective 
anticoagulant use for the control of pest rodent populations to ensure the maintenance of “non-pest” status for the 
populations concerned. 
 

Conclusion 

We demonstrated strong resistance to chronic AVK exposure in Rattus tanezumi/R3 clade, a close relative of 
black rat, in oil palm habitats. The low level of coumatetralyl susceptibility measured in Rattus tanezumi/R3 
clade in Bangka may result from the selection of resistance under intensive exposure to this xenobiotic, or 
intrinsically high levels of plasticity in response to AVK exposure. The first of these hypotheses is the most 
likely. According to this hypothesis, the systematic use of AVK may select individuals genetically resistant to 
the xenobiotic, leading to the establishment of a resistant population, as suspected for Rattus losea in China 
(Wang et al. 2008) and water voles, Arvicola terrestris scherman, in France (Vein et al. 2011). The mechanism 
underlying this resistance, whether selected by AVKs or spontaneous, cannot be explained by a change in the 
sequence of the target protein, VKORC1. Other resistance mechanisms, such as metabolic resistance in 
particular, remain to be studied. Further investigations might identify SNPs involved in this resistance process, in 
the gene encoding cytochrome P450 for example, thus providing tools for the integrated management of rat 
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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● represents the response recorded for each animal, and the lines link the medians. Mullple 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 injected  

(X x 0.36mg/kg) 

Prothrombin time 

(seconds) 

Coumatetralyl 

susceptibility 

phenotype 

Amino acid 

substitutions 
Silent mutations 

a     

0.75 93 + - - 

0.75 45 - - - 

1 100 + - - 

1 100 + - - 

1 100 + - - 

1 100 + - - 

1 100 + - - 

1 92 + - - 

1 75 + - - 

1 46 - - - 

1 45 - - - 

1 30 - - - 

2 100 + - - 

b     
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1 55 -  A143V*  S103S* 

1 38 - A143V S103S 

1 38 - - - 

4 100 + - - 

6 100 + A143V S103S 

6 100 + - - 

6 45 -  A143V*  S103S* 

8 48 - - - 

8 36 - A143V S103S 

16 91 +  A143V* - 

16 56 - - - 

16 48 - - - 

32 100 + - - 

32 56 - - - 

32 50 -  A143V* S103S 

32 47 -  A143V*  S103S* 

32 45 - A143V S103S 
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Table 1 Dose-response data for coumatetralyl and vkorc1 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 

 clade 

 

Rattus losea 

(Wang 2008) 

 

Rattus rattus 

alexandrinus 

(Diaz 2010) 

Exon 1 vkorc1 

R12R 

 

R12R 

L15L 
 

R12R 

 

Exon 2 vkorc1 

I90L 

H68H 

I90L 

H68H 

I90L 

 

I90L 

 

Exon 3 vkorc1 

 

I107I 

T137T 

 

S103S (53%) 

I107I 

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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