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Résumé

Les zones pastorales méditerranéennes sont fagerablla diversité et a I'abondance des
Tabanidae. Or, la réémergence de certaines maladigsales en Europe (e.g. besnoitiose
bovine) a mis en avant leur r6le de vecteur mécani¢ependant, la richesse biologique et la
vulnérabilité des milieux pastoraux impliquent deluire 'usage des insecticides contre les
ectoparasites. Nous avons donc cherché a miewattomfiactivité des taons dans les estives et a
réfléchir a des méthodes de contrble pratiquessaetts et sélectives. Les piéges attractifs ou les
répulsifs utilisables dans une stratégie « push»pumpliquant de bien connaitre I'olfaction des
especes cibles, nous nous sommes intéresseés yslalppie olfactive des taons et aux composés
chimiques qui modulent les interactions avec |&dtes.

Les travaux sur I'écologie des taons dans les Bg®ont montré que I'exposition, I'altitude et la
structure paysagere influencaient leur distributispatio-temporelle, et que les conditions
climatiques influencaient l'activité de piglre démmelles. De plus, le caractere trophique
opportuniste des femelles a été confirmé et le estfapparu comme un héte de choix. Les
réponses physiologiques et comportementalékatbanus bromiust d’Atylotus quadrifariusaux
odeurs d’'urines et de leurs constituants ont rédeésdifférences de sensibilité olfactive entre ces
deux espéces, la forte attractivité de I'urine deval s’expliquant probablement par la présence
de composés volatiles qui agiraient en synergieur Rmnclure, nous proposons pour les
troupeaux en estives des mesures de protectioneciesttaons et des perspectives de recherche
pour ce groupe.

Mots clés: Tabanidae, pastoralisme, écologie, repas de sdfagtion, électroantennographie,

lutte anti-vectorielle intégrée



Abstract

Mediterranean pastoral areas are favourable tditiegsity and abundance of Tabanidae. On the
other hand, their role as mechanical vectors wasblighted by the re-emergence of animal
diseases in Europe (e.g. Bovine Besnoitiosis). Hewehe biological richness and vulnerability
of pastoral communities involve reducing the useingecticides against ectoparasites. The
objectives of this thesis were to better understhedactivity of horse flies in summer pastures
and to consider practical, efficient and selectpest control methods. A “push-pull” strategy
using attractive traps and/or repellents impligoad knowledge of insect olfaction. Therefore, it
was interesting to study the olfactory sensitivafyhorse flies and semiochemicals that affect
vector-host interactions.

In the Pyrenean mountains, work on the ecologyargéflies showed that their spatiotemporal
distribution was influenced by exposure, altitudel dandscape structure, and that the biting
activity of females was related to climatic conalits. Moreover, the opportunistic feeding pattern
of tabanids was confirmed with a preference for deér. The physiological and behavioural
responses ofabanus bromiuandAtylotus quadrifariugo urines volatiles and their constituents
revealed differences between the olfactory seisitiof these two species. The high
attractiveness of aged horse urine is likely talbe to the mixture of various active compounds
that may act synergistically. To conclude, pesttmdmmethods to protect cattle against horse

flies in summer pastures and new research opptigsrre discussed.

Key words: Tabanidae, pastoralism, ecology, blood mealctiia, electroantennography,

integrated pest management
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Introduction générale

Le pastoralisme regroupe I'ensemble des activitdevhge valorisant par un paturage extensif
les ressources fourragéeres spontanées des espduesls) pour assurer tout ou une partie de
I'alimentation des animaux (AFP, 2013). En Frantepncerne divers types d’animaux (ovins,
bovins, caprins, équins) et divers types de miligestives de haute-montagne, parcours
méditerranéens, milieux humides...). En 2000, 60 @fploitations valorisent des surfaces
pastorales avec un poids variable selon les ma&sif$ des exploitations dans les Pyrénées) et
selon les cheptels (12% du cheptel bovin) (Angé®ioBalloy 2012). Au fil des siécles,
I'agriculture pastorale a fagonné I'environnemendtunel et entretenu la richesse des
communautés d'especes. Le paturage extensif coatrdonsidérablement au maintien de la
biodiversité, en particulier le long des parcourdditerranéens (Myerst al. 2000) et sur les
estives de haute-montagne (Maek al. 2013). Une grande diversité d’espéces assure les
fonctions et les services écosystémiques au ssimideux « naturels » (Duffy 2009; Beynet

al. 2012). Les insectes, par exemple, assurent desidoa de pollinisation (abeilles, bourdons,
syrphes, coléoptéres...), de prédation sur les ravagie plantes (coccinelles, syrphes...), et de
décomposition de la matiére fécale (coléoptéresopbiages...) (Pottst al. 2006; Beynoret al.
2012; Woltzet al.2012).Mais, la biodiversité est de plus en plus affegtéela perturbation des
habitats, par les changements climatiques ou enmardes pollutions (Millenium Ecosystem
Assessment 2005; Eget al.2013a). Les milieux pastoraux sont ainsi des espfagilisés ou la
biodiversité et le fonctionnement des écosystenwd fussi liés aux pratiques agricoles
(intensification ou déprise, traitements vétériegir.). Ces milieux font d’ailleurs I'objet de
mesures de protection et de conservation au nivadional au travers des espaces naturels
sensibles, des sites Natura 2000, des réserve®lhedlou encore des parcs nationaux, regroupés
sous le terme d’espaces naturels protégés (Lefé&biencorps 2010).

D’un point de vue sanitaire, les milieux pastoraorstituent des environnements a risques pour
les animaux domestiques. La transmission d’ageathogenes est favorisée entre animaux
provenant d’exploitations différentes, mais ausgres animaux domestiques et faune sauvage.

Les ongulés sauvages, en particulier, tres proahiea point de vue phylogénétique et



écologique, peuvent étre a I'origine de I'émergeteanaladies infectieuses (Marghal. 2011).

De plus, de nombreux arthropodes ectoparasitesepew@ffecter la santé du bétail soit par leur
impact direct (nuisance, spoliation sanguine, Esicutanées, baisse de productivité) soit par leur
réle de vecteur dans I'épidémiologie de certainesadies (Colebrook & Wall 2004). Parmi les
arthropodes ectoparasites, certains sont des fgr@girmanents comme les acariens, les poux ou
les puces tandis que d’autres sont des parasitegotaires comme la plupart des diptéres

hématophages (moustiques, culicoides, simulieantdbs, stomoxes) (Mehlhoet al.2010).

Plus spécifiqguement, les stomoxes et les tabacoiestituent une réelle nuisance pour le bétail et
sont responsables de la transmission d’agents gatles (Krinsky 1976) (Annexes 1 et 2).
Récemment, la réémergence de certaines maladi&sireipe ainsi que l'introduction d’agents
pathogenes exotiques ont mis en avant leur rOlevedeurs mécaniques. Plusieurs foyers
sporadiques d’anémie infectieuse des eéquidés seasmi déclarés en Europe ces dix dernieres
années (Han®t al. 2012; Maresceet al. 2012). La Roumanie et I'ltalie, qui sont les pays
européens les plus touchés, ont di mettre en gieserogrammes nationaux de surveillance. La
besnoitiose bovine, maladie enzootique dans legnégs et au Portugal avant 1990, s’est
répandue jusqu’en Allemagne depuis les années 2080 une augmentation du nombre de cas
enregistrés (Alvarez-Garce al. 2013). Enfin, suite a I'importation de chameaugvenant des
fles Canaries, des foyers fieypanosoma evansagent du surra, ont été détectés en France et en
Espagne (Gutierreet al. 2010). Pour tous ces foyers, I'implication desrgiges et des tabanides

dans la diffusion des maladies a été fortementesuép.

Le genreStomoxygegroupe 18 especes dans le motgtemoxys calcitrangégalement appelé
mouche des étables ou mouche charbonneuse) esspaee cosmopolite et la seule espece de
stomoxes présente en France meétropolitaine. Legdade stomoxes se développent dans le
fumier ou le foin en décomposition. Les stomoxesatsainsi tres dépendants des animaux
domestiques et sont essentiellement rencontrésxnpté des exploitations (Foil & Hogsette
1994). La famille des Tabanidae comprend 4300 espagpartenant a 133 genres dans le monde
(Mullen & Durden 2002). Il existe une centaine géses en France. Leurs gites larvaires, trés
variés et tres dispersés, sont indépendants di. i8¢aplus, les animaux sauvages constituent

une source de sang suffisante pour permettre faspemce des populations de taons en I'absence



de bétail. Les taons peuvent ainsi étre une réalisance pour les ongulés domestiques et

sauvages dans les milieux agro-pastoraux.

Actuellement, la lutte contre ces diptéres se @rsibuvent a I'usage d’insecticides appliqués sur
les animaux ou sur les gites larvaires autour dpkoations. De telles mesures nécessitent de
bien connaitre le mode de développement et la geribactivité de ces insectes, mais ces
connaissances sont souvent anciennes voire inetastdl est nécessaire de mettre a jour ce type
de données afin de préconiser des méthodes dedlepmetificaces et d'éviter I'apparition ou
I'expansion de populations d’insectes résistantehlMorn et al. 2010). Par ailleurs, les
traitements insecticides mis en ceuvre en plein phgmuvent se révéler toxiques pour
I'entomofaune utile (Henrgt al. 2012). Les pyréthrinoides sont largement utils®ss forme de
boucles auriculaires, en pour-on ou en pulvérigatians la lutte contre les ectoparasites. Les
résidus de ces molécules dispersés par simpleatd@assneet al. 1997) ou excrétés dans les
matiéres fécales sont toxiques pour les invertédeémaniere générale et tout particulierement
pour les espéces coprophiles (Wardhaugh 2005).éhees ont également reporté une toxicité
pour la faune du sol et surtout pour la faune aquat(Beynon 2012). L'usage de ces molécules
doit ainsi étre limité, notamment dans les espaatsrels protégés. Les futurs efforts de lutte
doivent prendre en considération les effets direttsndirects sur I'environnement, ce qui
implique des stratégies de contrble sélectivese(Rstal. 2005). L'élaboration de dispositifs
répulsifs d’'une part et de pieges hautement sp@ead d’autre part (approche « push-pull ») peut
constituer une alternative crédible (Caetkal. 2007).

La conjonction entre I'émergence de maladies vagtes et la nécessité de préserver les milieux
naturels des pollutions diffuses implique de miearnaitre la biologie et I'écologie des espéces
vectrices et, en particulier, de mieux comprenese relations entre ces especes et leurs hotes
potentiels dans les habitats pastoraux. C’estis@mgpour laquelle nous avons choisi de focaliser
notre travail sur les Tabanidae. Les taons sontdieteres d’'assez grande taille facilement
reconnaissables (motifs sur le corps, coloratios yleux). Du fait de leur mode de vie, ces
insectes sont tres familiers des agriculteurs stpg@sonnes qui pratiquent des activités plein air
(Mullen & Durden 2002). A I'échelle mondiale, leaffanidae constituent une famille de dipteres

hématophages peu étudiée par comparaison aveceddammilles comme les Culicidae, vecteurs



de nombreux agents de maladies humaines (paludgengue...). En France, les connaissances
sur ce groupe sont trés limitées et aussi tréeseanes puisque les principales études
entomologiques ont été menées dans les annéesl®960par Leclercq (Leclercq 2009). Dans
les milieux paturés d’altitude, les connaissanaeéirsitent & quelques inventaires faunistiques
réalisés dans les Pyrénées et les Alpes (Leclel@flal b). Pourtant, les conditions
environnementales sont tres contraignantes en guoatat de nombreuses études ont montré
l'influence de l'altitude sur la distribution dessectes (McCoy 1990; Hodkinson 2005). On peut
donc supposer que la distribution des insectes rg semplexe, influencée a la fois par
I’hétérogeneéité des habitats et par les déplacesrdad ongulés. Or, les principales données sur
I'écologie des Tabanidae proviennent essentielléntbétudes réalisées en plaine. Dans le
premier chapitre, nous aborderons les notions itaptes sur la biologie et le développement des
Tabanidae, I'écologie des adultes et leur impaciaganté humaine et vétérinaire. Ces notions
sont nécessaires pour appréhender les contraixitgarges lors de I'étude de ces dipteres, pour
identifier les lacunes concernant cette famillepetir comprendre les objectifs de la thése
(Chapitre 1).

Les estives sont des milieux favorables a la ditéeeet 'abondance des Tabanidae du fait de la
multiplicité des gites larvaires (rivieres, laas rbieres, litiere de forét) et de la disponibikte
hétes (ongulés domestiques et sauvages). En nbdiepéré, les adultes sont surtout abondants
I'été. Chez les taons, seules les femelles sontatephages avec une activité diurne. Elles
posseédent une grande capacité de vol, ce qui krargi de rechercher une source de sang sur un
large périmetre (Konstantinov 1993). Les femellgbsant des stimuli visuels et olfactifs pour
localiser et identifier leurs hotes (Gibson & Ta899). Leur piglre est trés douloureuse et leur
repas de sang est souvent interrompu par les o@adalie défense des animaux. Les femelles vont
alors avoir un comportement de pigare insistantr pmmpléter leur repas de sang soit sur le
méme individu soit sur un autre individu situé axpmité (Desquesnest al. 2009). Elles sont
ainsi de bons vecteurs mécaniques d’agents patBsg&onnaitre l'intensité des attaques et le
comportement de piglre des taons dans les milieastopaux est donc important pour
comprendre leur niveau de nuisance et leur roleabteurs (Magnarelli 1985), en particulier
dans une zone endémique de besnoitiose bovine coesnRyrénées (Jacquietal. 2010). L'un

des enjeux de cette these est donc de mieux codrpré@cologie des taons dans les estives



d’altitude et, plus spécifiguement, de caractérisedistribution des femelles adultes et leur
activité de piqdre au cours de I'été en tenant cderapla fois de la diversité des habitats, de la

présence des hotes potentiels et du rythme joem@hapitre 2).

L’'autre enjeu de notre travail concerne la compn8lm des mécanismes olfactifs qui
interviennent dans la localisation des hétes. Ligxcipales données sur les réponses des taons
aux odeurs sont issues d’expérimentations mendéde trrain en Afrique (Phelps & Vale 1976;
Amsler & Filledier 1994; Djiteyeet al. 1998), en Amérique du Nord (Mihak al. 2006; Mihok

& Mulye 2010) et en Europe de I'Est (Knar 2005a; Krmar et al. 2006; Kr mar 2007; Krmar

et al. 2010). Plusieurs composés ou substances, conoaténol, certains phénols et les urines
d’ongulés, ont montré une certaine attractivit@sti aussi apparu que les réponses des taons a ces
signaux olfactifs étaient variables d'une espécd’aatre. L’identification des composés
chimiques volatils qui conditionnent l'attractivitdes hotes est essentielle a la fois pour
comprendre le degré de relation entre les diff@epspeces de taons et leurs hétes (préférences,
caractere généraliste vs. spécialiste...) et pouliarag |'efficacité des pieges utilisés pour la
surveillance ou le contrdle des populations d’itse¢Takken & Knols 2010). Pour cela, nous
avons étudié les réponses physiologiques des agatm taons a différents stimuli olfactifs et

nous avons compare, sur le terrain, I'attractidiéékairomones (Chapitre 3).

On peut considérer que le contrble des populatieigons est une gageure. D’'une part, les gites
larvaires, indépendants du bétail, sont nombreispetsés et difficiles a localiser ; d’autre part,
les femelles adultes ont besoin de seulement gelquinutes sur un hoéte pour se gorger et
assurer le renouvellement des populations futltes & Hogsette 1994). Plusieurs méthodes de
lutte (outils chimiques, mécaniques ou biologiqueEsduites d’élevages ou aménagements des
habitats) ont déja été testées dans le but deredkhs populations de taons et de diminuer leur
nuisance pour ’lhomme ou le bétail. Cependant, ¢eftgnu de la diversité des espéces et des
situations, il semble peu pertinent d’extrapolerésultats obtenus dans un contexte déterminé a
'ensemble de la famille. Dans le dernier chapitreus mobiliserons donc I'ensemble de nos
résultats afin de concevoir une stratégie de kiftmu de protection adaptée a des espaces naturels
méditerranéens déja fragilisés par les changemeitstiques et la pression anthropique
(Chapitre 4)



Chapitre 1 : Les Tabanidae, notions d’écologie eti  mportance

vétérinaire

En Europe, la famille des Tabanidae est représepte 3 sous-familles : Pangoniinae,
Chrysopsinae et Tabaninae (Tableau 1). Environ dsgces sont connues parmi 14 genres :
Pangonius, Stonemyia, Chrysops, Nemorius, SilvRiglipomyia, Dasyrhamphis, Atylotus,
Therioplectes, Hybomitra, Tabanus, Heptatoma, Hdepwaet Glaucops(Chvalaet al. 1972).

La classification des Tabanidae d’Europe a étéa@ar Chvalat al. (1972).

La France compte plus de la moitié des especeenigss en Europe (pres d'une centaine
d’'espéces appartenant a 13 genres) avec des esEcesmmunes mais aussi des espéeces plus
circonscrites aux régions nordiques ou méridiondlessud de la France, en particulier, propose
une grande diversité de milieux (steppe, zones tesnimontagnes) favorables aux espéeces
méditerranéennes mais aussi aux especes d'altitude.

Les Tabanidae sont des dipteres de taille variglol®t grande (6 a 30 mm) avec une apparence
souvent colorée, en particulier les yeux. Les fpizuex critéres morphologiques sont détaillés
dans I'encart 1. Cette famille montre une grandemité de taille et d’aspect (Figure 1). Afin de
faciliter le travail d'identification, nous avonsnglifié les clés de Chvalat al. (1972) en

excluant les espéces n’ayant jamais été obsernéeésaace (Annexe 3).
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Figure 1. Spécimens de collection de Tabanida€es especes illustrent la diversité morphologique
des taons. De gauche a droife sudeticus, H. expollicata, T. bromius, C. caetnget H. pluvialis

(F. Baldacchino, 2013) :



Tableau 1Classification des Tabanidae d’Europe d’aprés Ghetal.(1972)

Taxon

Principales espéces

Distribution

Sousfamille Pangoniine
Tribu Pangoiiini
Genr¢ Pangoniu
Genr¢ Stonemyi

Sousfamille Chrysopsine
Tribu Chrysopsir
Genr¢ Chrysop
Genre Slvius
Genr¢ Nemoriu:

Sous-famille Tabaninau
Tribu Tabanin

Genre¢ Therioplecte
Genr¢ Hybomitre

Genre Atylotus
Genr¢ Tabanu

Genre¢ Glaucop:
Tribu Haematopir

Genre Haematopot
Genre¢ Heptatom:

Tribu Diachlorini
Genr¢ Philipomyie
Genr¢ Dasyrhamphi

Q44444 >xT IrT - 200

IT

P.
D.

. micans, Phaustellatu
. hispanic’

. caecutiens, C. relictus, C. vidue
. alpinu.
. vitripennit

. giga
. lundbecki, H. ciureai, H. distinguenda, H. bimkata, H. montan:
. auripila, H. micans, H. lurida

. caucasica, H. aterrimad. nigricornis

. fulvus, A. rustict

. bromius, T. sudeticus, T. autumnalis, T. maoutiis, T. cordiger

. bovinus, T. glaucopis, T. miki

. quatuornotatus, T. rupium, T. bifarius, T. terauhis, T. unifasciatus,

. tergestinus, T. paradoxus, T. spodopterus

. nemoralis, T. lunatus, T. exclusus, T. regularisspectabilis, T. eggeri
. hirsutu?’

. pluvialis
. pellucen#

aprice
atel

Région méditerranéen
Espagn

Europe
Europe
Région méditerranéen

Europe

Europe

Nord de I'Europe et régions montagneuses du
centre et du sud de I'Europe

Régions montagneuses

Europe

Europe

Sud de I'Europe

Région méditerranéenne
Centreet cuest de I'Eurof

Europe
Centreet nordde I'Europt

Europe
Sud de I'Europ

" Seule espéce du genre en Eu

* Genre monotypique



Encart 1 : Diversité morphologique des Tabanida¢Chvala et al. 1972)

Téte
Vertex La téte est plus ou moins hémigrique, largement occup
st o Eront par des yeux a facettes. Cesix présentent souvent c
L L Calli motifs colorés qui aident & l'iddification. Chez les male
Subcallus les yeux sont holoptiques tancque chez les femelles,

sont séparés pane zone fronte. Des soies recouvrent

‘ surface du front a I'exception (certaines zones, les ca
'.i“Mpes dont les motifs ont une grande >ortance taxonomique. C
distingue le callus basal du cis médian. Les calli soi
réduits voire absents chégylotus et ils sont absents chez
Figure A. Tét deP. aprice, vue de ace Pangonius Les Pangoniinae ets Chrysopsinae possed
(F. Baldacchino, 2012) trois ocelles distincts au nivealu vertex qui sont abser
chez les autres espéces. CHybomitre, un tubercule
ocellaire vestigial est tout de me présen

Antennes

Les antenng sont d'une imprtance majeure dans
classification, & plusieurs niaux. Le flagellum (™
article) est divisé en plusieursigments, le segment ba
étant plutdt élargi avec une dedorsale chez les Taban

et plutét allongé chez les Chryssini et les Haematopini.

X0 mMmAdAm-

Les femelles (a I'exceptionies Pangoniuy ont un
proboscis large avec une = de mandibules et
maxillaires qui cisaillent la peaors du repas de sang. L
femelles Pangoniusont un proloscis long plus adapté
I'extraction du netar. Les mées ne posseédent pas
mandibules. Les palpes des flles sont plus ou moit
allongés et souvent courbés a que les palpes des ma
sont plutét courts et arrond lls ont aussi un rol
taxonomique.

Figure B. Corps dP. aprice, vue deprofil
(F. Baldacchino, 2012)

Thorax et abdomen

Le thorax est une structure itivement stable chez les Tabanidae. st robuste, avec des lok
notopleuraux proéminents et ¢ muscles alaires développés. La nervatlaire est remarquableme
constante chez les Tabanidae. revanche, la forme ets motifs des ailesant plus variés. La majori
des especes ont des ailes clairoire fumées (e.¢Pangoniuset Dasyrhampls). LesChrysopsprésentent
des bandes sombres sur les ¢ utiles a l'identification des especes. Liles desHaematopotasont
mouchetées avec une teinte giou marron. Les pattes varient peu au se la famille. Seuls les tibi:
postérieurs présentent des ép apicales chez les Pangoniinae et lesysopsinae. L'abdomen d
Tabanidae est habituellement ai large qu le thorax, |[égérement aplati evec des motifs colorés pl
moins distincts utiles a l'identifiction




1.1. Cycle de déeveloppement

1.1.1. Cufs

Les femelles Tabanidae pondent entre 100 et 80& @@u8 mm) en masse, leur nombre
dépendant de I'espéce et de la taille du repaamig @igure 2). Les ceufs sont blancs au moment
de l'oviposition puis ils s’assombrissent (gris,rma ou noirs). Les pontes sont trouvées souvent
sur les tiges et les feuilles de la végétation @lre d’étangs ou de ruisseaux, ou sur les arbres
surplombant I'eau. Certaines espéces plutdt asoéiéles ruisseaux a faible débit pondent sur
des cailloux au-dessus de la ligne d’eau. D’awgsgeces sont davantage terrestres et pondent sur
la végétation ou la litiere. L’embryogénése dur@ B2 jours a 21-24°C et dépend de I'espéce et

de la température (Mullen & Durden 2002).

1.1.2. Larves et pupes

Il existe un large spectre de milieux favorablesdéueloppement larvaire chez les Tabanidae
compte-tenu de la diversité des espéces et decépacité d’adaptation. Les habitats larvaires
rencontrés sont ainsi trés variés, qu'ils soieraéiques, semi-aquatiques ou terrestres. Les
larves de taons peuvent se développer dans laovalsevégétation dense des marais, des étangs
ou en bordure de ruisseaux, sous les rochers d&gaux ou sous la litiere d’'une forét (Mullen

& Durden 2002).

Andreeva (1982) distingue, chez les larves de Tidaan trois types morpho-écologiques :
rhéophiles (et subrhéophiles), hydrobiontes (etiHémrobiontes) et édaphobiontes. Ces trois
types morpho-écologiques se caractérisent par deumde vie différents (milieu aquatique

avec courant, eaux stagnantes et sol humide) etrideéses morphologiques différents (forme du
corps, appendices locomoteurs, tubercule anallesSiimites entre ces différents morphotypes
sont clairement définies, il existe de nombreusesnés intermédiaires qui résultent de

I'adaptation de certains types a des habitatsreififis.



Les larves de Tabanidaentgénéralement prédatrices et se nourrissénvertébrés comme des
larvesde chironomes ou dtipules, o des annélides. Ellgzeuvent ausi étre cannibal. Les
taonseffectuent plusieurs ues larvaires successives13) et en miltu tempéré, supporte
I'hiver a I'état larvaire(diapause. Ainsi, la plupart des espéces tempssont univoltines alors
gue lesespeces exotiquesint plutdt deu. générations par an, voirolus. En revanche, les
especes tempéréds grandetaillerestent a I'état larvaire pendant 2 ®ans. Le développeme
larvaire dure plus longtempen cas de conditions trés défavorablesnpératures tres froide
sécheressefu printemps, Is larves quittent leur milieu humipour allrr a la surface du sol et
se transformengén pupes. L pupaison varie en fonction despeces ede la température. El
dure entre 4 et 21 jou(Mullen & Durden 200z.

Adulte

Repas sucré pour males et femelles
suivi de I'accouplement

Majorité des femelles hématophages
Cycle gonotrophique : 3 a 11 jours
Pupaison : 4 a 21 jours
Emergence des males puis
des femelles (ratio 1:1)

Ponte : 100 a 800 ceufs/femelle
Embryogénése : 2 a 12 jours

Développement larvaire (6 a 13 mues successives) :
Quelques semaines a 3 ans (diapause hivernale)

Figure 2. lllustration du ciycle de vie des Tabanid:(F. Baldacchino& G. Bosco, 201)



Encart 2 : Elevage de taons, difficultés et bonngsatiques

Aucune population de Tabanidae de laboratoire rdesgionible a ce jour. Les élevages de taons,|qui

ont été mis en place, ont consisté a assurer Ealiation (repas sucré et repas de sang) de fenjelles
sauvages déja accouplées, a permettre le déveleppelteufs récupérés sur le terrain et a favoléser
survie des larves jusqu’a pupaison et émergencadidtes (Marchand 1917; Cameron 1932; Robgrts
1966; Sofield & Hansens 1984).

Les principaux obstacles rencontrés en conditiamdatdoratoire sont (Thompson & Krauter 1978;
Amano 1991) :
- Laréticence des femelles adultes a prendre urs Isgoaguin
- L'effet inhibiteur des cages sur la reproductios ddultes
- L’oviposition plut6t aléatoire a I'intérieur desges
- Les conditions peu propices a la maturation des ceuf
- L’alimentation des larves a partir de proies viesnt
- Le cannibalisme des larves
- Lalongue période de développement des larves taudiapause
- La mortalité lors de la pupaison liée a des trasipleysiologiques
- La contamination par des pathogénes variés

De multiples tentatives d’élevage ont été menéeslas especes différentes et les résultats obteniis
sont pas toujours extrapolables d’une espéce &d'alertaines bonnes pratiques peuvent toutefias| é
mises en ceuvre pour optimiser les élevages de taons

- L’apport de sucre est indispensable a la surviefeleelles adultesTabanus lineolaet T.
fuscicostatussurvivent 4 a 5 jours maximum en l'absence de gepacré méme avec yn
apport en sang (Wilson 1967).

- Le gorgement des femelles sur membrane dépenddaleur et des stimuli chimiques qui
peuvent étre percus. L'usage de serviettes Kim@pesmme membrane permet d’obtenir
un meilleur taux de gorgement (83%) que le Par&ilifi9%) chezT. nigrovittatus
(Downeret al.2007).

- La mortalité larvaire est généralement tres élevéause de la contamination du milieu [de
développement. Sofield et Hansens (1984) ont &ster le taux de mortalité de 95% a 70%
en manipulant soigneusement les larves et en leanaht moins de nourriture (asticots)
tout en changeant I'eau. Un systeme de circulati@au en continue permet également
d’avoir un taux de mortalité relativement faibleezfi. nipponicug65%) (Amano 1991).

- La température et la photopériode influencent kpdiuse et la pupaison des larves. Des
larves deT. nigrovittatusmaintenues a 27°C avec une photopériode de 16br | et
8h « nuit » ne sont pas entrées en diapause. $dlesnt transformées en nymphes apre
a 155 jours (Sofield & Hansens 1984).
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1.1.3. Adultes

La biologie des adultes est mieux connue que cetelarves. Le sexe ratio a 'émergence est
environ de 1:1, les males émergeant 1 ou plusieurs avant les femelles (Mullen & Durden
2002). Méles et femelles ont besoin d’'un repasésacpartir du nectar et du pollen des fleurs
pour avoir I'énergie nécessaire a leur meétabolishee base, au vol et a I'accouplement.
L’accouplement se fait en vol, plutdt le matin, fdgon isolée ou par petits groupes de males.
L’agrégation de méles a été observée au sommeitlaes (Leprinceet al. 1983).

La femelles Tabanidae sont généralement anautogdramy besoin d’'un repas de sang pour la
production d’ceufs. Mais certaines especes, commegrovittatus sont autogénes, c’est-a-dire
gu’elles n’ont pas besoin de sang pour effectuarpeemier cycle gonotrophique (Wall & Doane
Jr 1980). Les femelles de la plupart des espéaepéennes sont hématophages a I'exception de
quelques especeA.(sublunaticornisA. plebejusG. hirsutuset probablement toutes les femelles
Pangoniussp.) (Chvaleet al.1972).

Elles s’accouplent le plus souvent avant de chenchénbte vertébré. La majorité des especes, en
particulier les Tabaninae, piquent des grands mééenesi (vache, cheval ou cerf). Mais certaines
especes comme l&hrysopsou lesHaematopotant une plus grande variété d’hbtes : homme,
oiseaux, reptiles. En conditions de laboratoir@yiposition de femelle$abanusspp. a lieu entre

7 et 11 jours apres le repas sanguin (Magnare®b19ucker & Lancaster 1990).

Les études sur les taons s’intéressent le plusesdwaux adultes qui sont plus faciles a collecter
sur le terrain que les larves. En effet, la gravaeabilité des gites larvaires et leur dispersion
dans I'environnement complique beaucoup les cangsage prospection. De plus, ces études
portent uniquement sur les populations sauvage®ffeh I'élevage des taons en conditions de
laboratoire est trés difficile compte-tenu des noeubes contraintes liées a leur cycle de
développement (Encart 2). A ce jour, aucun acconple n'a été observé en conditions

controlées et il n’existe aucune lignée expérimerda taons.



1.2. Ecologie des adultes

1.2.1. Période d'activité

1.2.1.1. Activité saisonniére

Le stade adulte est relativement court compare tadeslarvaire puisqu’il dure environ 6
semaines (Chvala 1979). En Europe, les taons stifé de la mi-juin a la fin ao(t. Dans les
régions nordiqgues ou montagneuses, les tempérapuisgnieres plus basses retardent la
pupaison et la période d’'activité des adultes &gt pourte (fin juin a fin juillet). A contrario,
dans le sud de 'Europe, les taons émergent ptysnidrs-avril).

Les espéces tempérées se succedent au fil deséan shesHybomitrasont souvent les premieres
especes a emerger des la fin mai (Dusbabek 1986;10093; Altunsoy & Kilic 2012). D’autres
especes comnmik bromiusouP. apricasont plus abondantes en juillet.

Les pics d’abondance des différentes especes var@malement peu d’'une année a l'autre.
Toutefois, des changements météorologiques samsmninportants peuvent modifier le moment
d’émergence des adultes, la durée de la périodeivta et le pic d'abondance (Kmar 2005b).
Ainsi, Hackenbergeet al. (2009) ont observé une activité précoceldédromiusen 2007 dans
les montagnes de Velika Kapela probablement duesatempératures supérieures de 3°C par

rapport aux moyennes de saison.

1.2.1.2. Activité journaliere

Les méles sont actifs pour la reproduction au géple (matin et soir). lls volent souvent en
petit groupe de fagon stationnaire en attendarfeleglles.

Les femelles taons se nourrissent sur des hotagbvés la journée, a l'exception de
paradoxusconsidérée comme la seule espéce nocturne en &(@palaet al. 1972). Elles
possédent le plus souvent un seul pic d’activitésda journée, souvent vers midi, mais certaines
especes peuvent étre plus actives en début ouned'dpres-midi, voire en début de soirée
(Chvala 1979; McElligott & Galloway 1991; Oliveirt al. 2007). Une activité bimodale a été
observée chez des especes exotiques coHmeenatopotaspp. en Ouganda (Harley 1965) et

Cryptotylus unicoloen Guyane (Raymond 1987). L’activité de vol demsaest particulierement



influencée par les conditions climatiques (ventnidité, température...) et chaque espéce de
taons peut répondre differemment aux fluctuatior&éorologiques (Van Hennekelet al.
2011).

L’abondance et I'activité des différentes especesadns peuvent donc varier considérablement
en fonction des parametres environnementaux. Lédsuxide montagne, caractérisés par une
grande hétérogenéité des conditions de vie, sopiqes a la coexistence de nombreuses especes.
Jusqgu’a ce jour, les études sur I'écologie des fidba dans les prairies et les pelouses d’altitude
ont été trés limitées. Seul Leclercq (1977) a darese la distribution des especes le long d'un
gradient altitudinal dans les Pyrénées et les Al@essi l'altitude a une influence sur le climat,
I'exposition, la structure et la dynamique du pa@gsant également une influence sensible sur les
conditions de vie et la disponibilité d’habitatsupdes différents stades de développement. Les
troupeaux en estive évoluant souvent dans des aastpaysageres complexes, il est ainsi
nécessaire de mieux caractériser I'activité desgatans ce type de milieu pastoral, d’estimer la
nuisance pour le bétail et d'évaluer [linfluence ogme des différents parametres
environnementaux sur la diversité des especes des,tasur leur abondance et sur le

comportement de pigdre des femelles.

1.2.2. Recherche d’hétes par les femelles

1.2.2.1. Caractéristiques de vol et capacité de dispersion

La localisation d’'un hote est souvent crucialerdes insectes hématophages pour assurer leurs
besoins nutritionnels et reproducteurs. Les digteea particulier, doivent repérer a distance un
hote vertébré mobile (Gibson & Torr 1999). Pouracélls vont utiliser des signaux visuels et
olfactifs. Les taons adopteraient deux types deégyres dans la recherche d’hétes : soit I'attente

a l'aff(t (« sit and wait »), soit la rechercheieet(« ranging») qui serait privilégiée.

Les femelles taons ont des trajectoires de vollm@aires afin d’augmenter leur probabilité de
trouver un héte (x2,5 par rapport a une trajectodatiligne) (Konstantinov 1993). Les diptéres

zigzaguent en remontant et en traversant les ctsuddairs (anémotaxie) a la recherche d’'une



odeur (Kennedy 1983) qui va influencer la vitessghpkinésie) et la sinuosité (klinokinésie) de
leur vol. Le vol de certaines mouches hématoph&gesnorsitans morsitanst S. calcitran3 a

été étudié en tunnel de vol. Ces mouches volenisnadte et de facon plus sinueuse en réponse a
un large flux de C@(Schofieldet al. 1995; Paynter & Brady 1996).

En mode de recherche active, les femelles taotfiseuti leur vol puissant pour prospecter sur
plusieurs kilometres. Leur dispersion est alore &da disponibilité en hétes (Mullen & Durden
2002). Des taons marqués ont ainsi pu étre recapéuplus de 6 km du site de lacher (Sheppard
& Wilson 1976). L’étude de la capacité de dispersies femelle3. abactormontre des taux de
recapture relativement élevés (9% pour les femegibegées et 4% pour les non-gorgées) et 85%
des femelles ont été recapturées dans les 8 jGoxskéey & Wright 1987). Ces études suggerent
que les taons se dispersent par une série de aoits@t qu’ils peuvent rester ou revenir sur le
site de leur précédent repas de sang. Konstan{it@®3) estime le vol quotidien moyen d’un

Hybomitrasp. a environ 1 km, avec un maximum de 2 km.

1.2.2.2. Fonctions sensorielles mises en jeu

La recherche d’hotes vertébrés fait intervenir esskiement la vision et 'olfaction des femelles.
Pour évaluer I'importance respective des signasuels et olfactifs, Vale & Phelps (1974) ont
comparé l'attractivité d’'une cible visuelle (model@imal) seule, d’'une odeur de beeuf seule et de
I'association des deux. Les taons étaient attiggslgs stimuli visuels et olfactifs séparément,
mais les collectes étaient plus élevées lorsqu@ &snuli étaient utilisés conjointement. Vale &
Phelps (1974) suggérent que les signaux olfaatidsiisent un comportement de recherche a
distance alors que les signaux visuels aident dagana I'approche finale. Pour évaluer la
distance a partir de laquelle les taons étaienesatpar 'odeur de beeuf, Phelps & Vale (1976)
ont ensuite placé des écrans électriques danssedsevent (4-120 m) et contre le vent (15-30 m)
par rapport & un bceuf. L'attraction de femefeszonatadémarre a 80 m sous le vent et & 15 m

contre le vent alors que I'attraction de femellabanussp. ne démarre qu’a 15 m sous le vent.



1.2.2.2.1. Lavision
Les études sur la vision des taons ont d’abord rédfibfluence des formes et des couleurs
d’une cible. Phelps & Vale (1976) ont montré quatimulus visuel vertical était moins attractif
qgu’'un stimulus visuel horizontal. Brown & Bennett980) ont collecté davantage de taons sur
des pieges collants bleus, noirs ou rouges compades pieges jaunes. De plus, la présence de
tissus noir a l'intérieur d’un piege augmente ldeme de taons comme cela a été montré chez
les glossines (Green & Flint 1986; Phelps & Hollgvi®92). Mihok (2002) a ainsi mis au point
un piege simple et polyvalent, le piege Nzi, fabéi partir de tissus bleu et noir qui s’est révélé
étre trés efficace pour les Taons en Afrique, eréAaque du Nord et en Australie (Mihak al.
2006; Van Hennekelest al.2008). Les taons sont également trés sensiblesnauxements. Un
bceuf mobile attire davantage de taon qu'un bceufabile (Phelps & Vale 1976). Enfin, les
taons ont des sites de piglres tres spécifiquapiiciaisse penser que les signaux visuels a la
surface du corps jouent un rdle dans I'approchaldi{Mullens & Gerhardt 1979; Phelps &
Holloway 1990; Blahéet al.2012a).

Récemment, Horvatret al. (2008) ont montré que les maéles et les femellegiséent
positivement a la lumiere polarisée. Cette visiotapsée ventrale, habituellement propre aux
insectes aquatiques, pourrait étre utile dansioegairconstances de la vie des taons (Horgath
al. 2008):

- Larecherche d’hétes herbivores qui s’abreuvenili&gment aux points d’eau ;

- Le repérage des gites larvaires favorables etdasition ;

- L’abreuvement et le contrdle de la température ;

- L'orientation des males vers les femelles avanvaglement.

Les femelles sont également sensibles a la pdi@msde la lumiere réfléchie par le pelage d’'un
animal. Ainsi, un animal sombre attire davantag&manimal clair, et un animal avec de
nombreuses petites taches est moins attractif gafumal a la robe uniforme (Horvatt al.
2010; Blahdet al.2012a). La découverte de cette vision polariséz t&s taons a permis la mise
au point de nouveaux types de piéges (Blethdl. 2012b; Egriet al.2013a).



1.2.2.2.2. L’olfaction
Les recherches sur les attractifs des taons omhébté€es en Afrique, parallelement aux études sur
les glossines, mais aussi en Amérique du Nord &ueape (Amsler & Filledier 1994; Kmar et
al. 2006; Mihoket al. 2006). Le dioxyde de carbone (gCest le premier attractif qui a été
identifié chez les taons (Wilsoet al. 1966; DeFoliart & Morris 1967). Puis, Vale & Phelp
(1974) ont constaté que I'odeur d’un boeuf étaite¥gant attractive. Vale (1980) a alors comparé
I'attractivité du CQ a I'odeur émise par un boeuf. Les collecte® deonataétaient équivalentes
avec le CQa un débit de 3 L/min (x30 par rapport au témoinawec I'odeur de bceuf (x35).
Lorsque le débit du C{passait a 15 L/min, le GAx56) était beaucoup plus attractif que I'odeur
de beeuf (x6). Selon Vale (1980), I'attractivité leleur de bceuf serait a peu prés entierement
due au CQ

Par la suite, plusieurs études ont démontré I@itiée du CQ chez différentes espéces de taons
(Kline et al.1991; Hayest al.1993; Leprinceet al. 1994, Cilek & Olson 2008). Le CG@ourrait
ainsi étre un stimulus important dans la recherehda détection d’hotes par les femelles
(Leprince & Jolicoeur 1986). McElligott & Mclver 9B7) ont suggéré que le ¢@gissait a
courte et moyenne distance de I'hGte car les delledHybomitra spp. étaient quasi-nulles
lorsque les pieges étaient installés a une distaugérieure a 7 m de la source de, COL/min).
Toutefois, en comparant I'attractivité d’'un bceutelle de pieges Canopy avec duCeprince

et al. (1994) ont observé des résultats différents skderespéceslabanus fuscicostatust T.
lineola étaient capturés en plus grand nombre dans Igepidvec CO(par rapport au beoeuf)

alors que c’était I'inverse polr: annulatus

En plus du C@Q l'octenol et les phénols ont été identifiés condae composeés attractifs pour les
taons, de méme que les urines d’ongulés (PhelpslWay 1992; Djiteyeet al. 1998; Kr mar

et al. 2005; Kr mar et al. 2006; Kr mar 2007; Mihoket al. 2007; Van Hennekelezt al. 2008;
Mihok & Mulye 2010; Mihok & Lange 2012). Mais, laneore, les réponses des différentes
especes de taons a ces attractifs peuvent varieCré&atie, par exemple, les pieges Canopy avec
de l'urine d’ane vieillie ont collecté significagment plus dA.loewianusgue les piéges avec un
mélange octenol-acétone-ammoniaque (5:3:2) alolik iy avait pas de différences entre ces

deux appats pourabanusspp. (Kr maret al.2010).

&



Il existerait ainsi des différences de sensibiiiactive entre les espéces de taons. Selon Mihok
& Mulye (2010), ces différences pourraient expligae partie les résultats contrastés qui ont été
observés avec les phénols en Afrique, en Croateneimeérique du Nord. Mais les études sur

I'olfaction des Tabanidae ont été basées essemtieltt sur les réponses comportementales mises
en évidence sur le terrain par les différences ajguces entre piéges témoin et pieges avec
attractif odorant. Or l'interaction entre les stimusuels et odorants qui caractérise souvent ces
dispositifs ne permet pas d’évaluer précisemerselssibilité olfactive des insectes. Celle-ci ne

peut étre mise en évidence que par I'étude phygiqie des organes olfactifs, & savoir les

/////

1.3. Importance médicale et vétérinaire

1.3.1. Nuisance

Les taons ont un impact sur la santé humaine etadej d’'une part a cause de la nuisance qu’ils
occasionnent, d’autre part a travers la transmissi@agents pathogénes (Mullen & Durden
2002). La nuisance des taons est liée a leur piglleur comportement autour de I'hote et a la
perte de sang induite par la piglre. Les taons destdiptéres telmophages, par opposition aux
dipteres solénophages comme les moustiques (LeBAfGB). Une fois posée, la femelle
commence par cisailler la peau de I'hdte avec sawdibules puis elle suce le sang qui s’écoule
de la plaie. Sa piglre est donc tres douloureuseplDs, la femelle harcéle véritablement son
hote afin de trouver un site de piglre favorableslb@l pourra se gorger complétement sans étre
chassé. En cas d'interruption, elle va immédiatdrokarcher a compléter son repas sanguin en
attaquant le plus souvent le méme individu (Desoee®t al. 2009). Une femelle taon
ponctionne de 20 L pour les especes de petite {ailg.C. callidug a plus de 600 pL pour les
especes de grande taille (elgatratug (Hollander & Wright 1980).



Chez I'Homme, les taons sont surtout génants pesulagriculteurs (élevage, riziculture) et les
personnes pratiquant des activités de loisirs ¢@riexr (camping, randonnées, golf, plaisance).
lls peuvent ainsi constituer un réel probleme éotgoe dans certaines zones comme par

exemple a proximité des marais salants sur la desé des Etats-Unis ou pullulent

majoritairement deux especds,nigrovittatuset C. atlanticus(Hansens 1979).

. Lo A4 _\.L '. 1 LR el S
Figure 3.P. apricasur une patte de vacheLes mouches sucent le si
autour de la piqare de la femelle taon. (F. Baltaus, 2012)

Mais les taons sont surtout une nuisance pourtl ek les chevaux. Des attaques importantes
peuvent entrainer une réduction du gain de poidsadenaux, une baisse de la production de lait
et des lésions au niveau des sites de piqUresptéission de 66 a 90 taons par jour peut réduire
le gain de poids journalier de 0,1 kg chez dessgé&si, notamment a cause du stress induit par les
attaques (Foil & Hogsette 1994). En Oklahoma (U$%&ndant les périodes ou les taons sont les
plus actifs, Hollander & Wright (1980) ont estimgeuperte de sang supérieure a 200 mL par
animal et par jour. Les sites de piqlres vont des @lttirer les mouches suceuses ainsi que les

mouches a l'origine de myiases (Foil & Hogsetted)9®igure 3).



1.3.2. Agents pathogénes transmis

Krinsky (1976) a répertorié I'ensemble des ageathqggénes pouvant étre transmis par les taons.
La plupart de ces pathogénes (virus, bactériespzmaires) sont transmis de fagcon mécanique
mais pour certains, en particulier les filaires, t@ons sont des vecteurs biologiques. Le tableau
de I'annexe 2synthétise 'ensemble des connaissances actueiteles associations observées
entre certaines especes de taons et certains ggahtsgenes en mettant a jour la revue de
Krinsky (1976). La transmission mécanique a étéatdrde pour des virus (virus de 'anémie
infectieuse des équidés), des bactérfasaplasma marginaleFrancisella tularensisBacillus
anthracis ...) et des protozoairesBé¢snoitia besnoiti Trypanosomaspp.). Parmi les
Trypanosomeslrypanosoma theilera la capacité de se développer dans l'intestinatsmnides

et la contamination d’'un héte pourrait se fairenpipalement par ingestion des féces de taons
(Boseet al. 1987; Foil 1989). DeGiusgt al. (1973) ont également démontré qu’'un tabanile (
callidus pouvait étre un héte intermédiaire pour un hémtmoaire Haemoproteus
metchnikoWi. Enfin, les taons sont des vecteurs biologiquesr ples nématodes filaires, en

particulierLoa log agent de la loase qui sévit chez 'THomme engiiiei Centrale.

1.3.3. Clés de la transmission mécanique

La transmission mécanique d’un agent pathogéné&msrilé en 3 étapes (Foil 1989; Desquesnes
et al.2009) :
- Le vecteur commence son repas de sang sur un mi@eté et contamine ses piéces
buccales avec un agent pathogéne.
- Le repas de sang est interrompu. Le vecteur retoalors sur le méme hoéte ou cherche
un nouvel hote.
- Le vecteur trouve un nouvel héte, non-infecté steptible, compléte son repas de sang

et introduit I'agent pathogene par le site de pomct



Quelles sont les caractéristiques d’un bon veat&ganique ?
- Il est frequemment interrompu lors du repas de .sang
- Il est tres mobile.
- Ila des piéces buccales larges favorisant le fesnd'agents pathogénes.

Les taons sont donc d’excellents vecteurs mécasique

La transmission mécanique d’'un agent pathogeneinsi étre influencée a la fois par le
comportement des taons et celui de leurs hotes.

Coté vecteur, le transfert d’'un agent pathogeriee eleux hotes se fait mieux avec des grandes
espéces de taons. En effet, les taons de gratiéecteangent d’hotes plus frequemment que ceux
de petite taille et ils transportent davantageatgsesiduel sur leurs pieces buccales. Cependant,
la densité des différentes especes de taons awd'sei@ population peut moduler I'importance
relative des espéces les plus grandes. De pluajrees especes de taons sont plus agressives que
d’'autres. Elles vont alors harceler un seul indivjdsqu'a gorgement (« feeding persistence »).
Le comportement de ces espéces est moins favaddlgansmission mécanique (Foil 1989).

Coté hotes, une densité élevée d'individus tendmander le nombre de piglres par individu
(Duncan & Vigne 1979). Mais la proximité entre r&tefectés et non infectés favorise le
transfert d’agent pathogéne. La distance entrenidisidus influence nettement le mouvement
des taons entre les hotes. Aprés l'interruptiomdepas sanguin, le pourcentage de taons qui
change d’hote passe de 11% pour une distance da 8%mpour une distance de 50 m (Barros &
Foil 2007). Au sein d’'une population d’hotes, l&alence et 'immunité sont également des

variables qui vont influer sur la transmission nmégae d’'un agent pathogéne.

La quantité et l'infectivité d'un agent pathogémansporté par un taon sur ses piéces buccales
dépend de plusieurs facteurs notamment la quamditéang résiduel qui reste sur les pieces
buccales aprés un repas de sang interrompu, ldigudiagent pathogéne contenu dans le sang
de I'hdte infecté et la résistance de I'agent pgéime dans I'environnement. La quantité de sang
qui reste sur les piéces buccales d’'un taon de taityenne comme. fuscicostatugst de 10 + 5

nL (Foil et al. 1987). En cas de titre élevé en agent pathogéeelttdte (par exemple, f@oses
infectieuses par millilitre pour le virus de I'ané&ninfectieuse équine), la piqire d’'un seul taon

peut suffire a infecter un héte susceptible (Hawleh al. 1976). Enfin, des germes résistants



peuvent étre transférés dans un délai plus longstde cas de I'agent de la tularémie ou du
bacille du charbon souvent associés a des infextthaz 'Homme faisant suite a des piglres de
taons (Foil 1989).

Desquesnegt al. (2009) ont développé un modele basé sur des expés de transmission
mécanique dérypanosoma vivayar A. agrestis Ce modéle généralisable & I'ensemble des
agents pathogenes transmissibles par des vect&aaniques (taons, stomoxes) est fonction,
entre autres, de la parasitémie des hétes, du modilmisectes par animal et de la prévalence
initiale de I'infection. Pour qu’un parasite cireutle facon mécanique au sein d’une population
d’hétes, il faut de plus que la présence d’hétésci®s avec des parasitémies élevées coincide
avec de fortes densités de vecteurs. Pour cetsernraia transmission meécanique reste un

phénoméne avec une fréquence et un impact treablesi(Desquesnes al.2009).

Les taons ne sont donc pas seulement des inseis#sies pour le bétail. Les épizooties récentes
d’anémie infectieuse équine, de besnoitiose bowimeencore de surra en Europe ont mis en
évidence leur rbéle de vecteurs mécaniques. Pounxréemprendre l'implication des especes
tempérées dans la diffusion de ces maladies, il néstessaire de mieux connaitre leur
comportement de piglre. L'étude des espéces peSsatdns les estives pyrénéennes est

intéressante a ce titre car il s’agit d’'une zongéemque de besnoitiose bovine.

1.4. Conclusion chapitre et objectifs de la these

L’étude de la biologie et de I'écologie des tacaseurte a des difficultés méthodologiques, en

particulier I'absence de population de laboratogedoit faire face a la grande diversité des

especes et des modes de développement larvainepiiéger les troupeaux domestiques, seules
des mesures visant les insectes adultes, et spémifient les femelles, semblent envisageables a
court ou moyen terme. Dans ces conditions, il passentiel de comprendre le plus précisément
possible les déterminants du contact entre lesteseet leurs hdtes. Comment les insectes se
distribuent-ils dans les différents milieux patyrgaels sont leurs hétes préférentiels, comment

les localisent-ils, quand et comment se nourriségrgont autant de variables a prendre en



compte pour optimiser la protection des troupedde.telles recherches doivent en outre étre
conduites dans des zones de forte diversité @daeh Tabanidae et en hotes potentiels).
Concernant I'écologie des taons, il apparait ams les estives de haute-montagne, qui ont
jusqu’a présent été peu étudiées, sont au centn@mbreux enjeux : la diversité des habitats et
les forts contrastes climatiques peuvent étre fhves a la coexistence de nombreuses especes de
taons, la déprise pastorale du XXe siecle s’esbrapagnée d’'une forte augmentation des
effectifs d’ongulés sauvages qui constituent autihbtes potentiels pour les taons, enfin la
richesse biologique remarquable et la grande vabié&é de ces milieux impliquent de réduire

autant que possible I'usage des insecticides égilcommunément pour protéger les animaux.

Notre travail s’est donc organisé autour de deaxds axes :

) Le premier axe (chapitre 2) avait pour objectif adeactériser le comportement des
femelles adultes dans leur environnement : idemtifa réponse des différentes
especes aux facteurs environnementaux (préférefitaisitats), caractériser 'activité
des taons au contact du bétail et les réactiondéfense des animaux, estimer les
éventuelles préférences trophiques des princigasesces ;

i) Le second axe (chapitre 3) était centré sur laiplogie olfactive et le comportement
des femelles vis-a-vis des odeurs d’hétes : nouss la fois cherché a déterminer si
des especes partageant un méme habitat pouvaieirt das tropismes olfactifs
différents et si ces différences pouvaient étre@éss a des sensibilités antennaires
spécifiques ; nous avons également évalué I'atitetdes kairomones que sont les

urines d’ongulés et certains de leurs composésriottphénols).



Chapitre 2 : Les Tabanidae et leurs hotes dans les

estives de haute-montagne

Toute étude d’écologie s’'inscrivant dans un enviganent déterminé étant susceptible de réduire
la portée des résultats, il était essentiel deeplaos travaux dans un environnement contrasté
potentiellement favorable a la coexistence de nens®s espéces de taons et abritant une grande
diversité d’hétes potentiels.

En montagne, les vallées se caractérisent pangesitons a forte opposition (versants exposés
Nord/Sud pour la chaine pyrénéenne), par l'infleede différents climats et par un paysage en
mosaique (foréts, prairies, pelouses, végétationdes) issu des activités agro-pastorales
(Estebaret al. 2009; Graciaet al.2011). Dans ces espaces, les ongulés sauvagasyment les
cervidés, sont tres nombreux et constituent desshpbtentiels pour les taons, en plus des
ongulés domestiques (Wilson & Richards 1969; Magjtia®. Anderson 1980). La diversité des
paysages et la multiplicité des hbtes est ainsirible a la richesse et a I'abondance des taons
(Leclercq 1977).

En France, les Pyrénées constituent une zone ylate puisqu’il s’agit d’'une région endémique
de besnoitiose bovine, maladie qui se propage eopEldepuis les années 2000 et dont les taons

constituent des vecteurs mécaniques potentielgizet al.2010; Alvarez-Garciat al.2013).

Nos travaux sur I'écologie des Tabanidae dans d&ses de haute-montagne ont donné lieu a
trois publications :

- Un premier article (Article 1), publié damilletin of Entomological Researcteécrit la
distribution spatio-temporelle des Tabanidae dasselstives et souligne l'influence de
I'altitude et du paysage sur la richesse et I'alaong des especes.

- Un deuxieme article (Article 2), soumisBalletin of Entomological Researcbaractérise
l'activité des taons autour d’'un troupeau et leactiéns de défenses des bovins.
L'utilisation de modeles linéaires généralisés mexhous a permis d’évaluer l'influence
des conditions climatiques sur les attaques destao

- Un troisiéme article (Article 3), publié dan¥eterinary Parasitology illustre le
comportement trophique des taons dans les Pyréhéasntre son implication potentielle

dans la transmission de la besnoitiose bovine.



2.1. Influence des variables environnementales sur la distribution

des Tabanidae

2.1.1. Différentes variables environnementales

2.1.1.1. Conditions météorologiques

Les conditions météorologiques varient en fonclonmoment de I'année et de I'heure de la
journée. Elles vont ainsi influencer la distributicaisonniére des espéces (Kar 2005b;
Hackenbergeret al. 2009) et leur activité journaliere (Van Henneketdr al. 2011). Les
parametres climatiques impliqués sont la tempésatiihumidité relative, I'évaporation, la

vitesse du vent, la pression atmosphérique ethisité lumineuse ou le rayonnement solaire.

En Alabama (USA), Burnett & Hayes (1974) ont obseque la pression atmosphérique avait
I'effet le plus important sur I'activité de femedl&@abanusspp. En Caroline du Nord (USA), Dale

& Axtelle (1975) ont montré que l'activité optimalde T. nigrovittatus était corrélée a des
températures proches de 25°C, a une intensité &use intermédiaire (10 000 Lux) et a
I'absence de vent. En Caroline du Sud, Alverson &bt (1977) ont trouvé que la pression
atmosphérique, la température, I'’hnumidité relagvéa couverture nuageuse étaient des facteurs
déterminants pour l'activité des taons. L'importancelative des différents parameétres
climatiques semble étre dépendante du type de pilge® pour évaluer I'activité des taons, du

site d’étude et des especes collectées.

Des études menées au Japon et en Australie onirménfijue l'influence des conditions
météorologiques variait d’'une espéce a l'autre. iyagawa (Japon), Amano (1985) a montré
que le rayonnement solaire, '’humidité relativdaevitesse du vent affectaient significativement
I'activité de vol des femelles. Ainsi, une humidiative élevée avait un effet négatif sur une
espece a activité diurne comrie nipponicuset, au contraire, peu d'effet sur des especes a

activité crépusculaire.



A Townsville (Australie), Van Hennekelet al. (2011) ont observé, de plus, que l'influence de
certaines variables changeait en fonction de lgérde la journée. Par exemple, sur la période
10h-13h, une augmentation de la vitesse du vemtiaait une diminution significative des

collectes deT. townsvilli

Des conditions climatiques trés défavorables avex température trés basse, un rayonnement
solaire trés faible et une humidité relative triev@&e ont ainsi un effet inhibiteur sur I'actividés
femelles adultes. Le vent, lui, va directement@éeleur vol. En effet, lorsque la vitesse du vent
excéde la vitesse du vol de I'insecte, ce derrieeplus la capacité a diriger son vol. De plus, les
rafales de vent perturbent les bouffées d’odeuésemtes dans l'air et I'insecte ne peut plus

s’orienter correctement (Gibson & Torr 1999).

2.1.1.2. Altitude et exposition

En zone de montagne, I'altitude et I'expositiontstes facteurs déterminants pour les conditions
météorologiques et le paysage. Deux types de Vasiabnvironnementales changent avec
I'altitude, celles physiquement liées a I'élévatipar rapport au niveau de la mer (pression
atmosphérique, température, luminosité...) et cefjes ne sont pas spécifiques a laltitude
(humidité, vent, durée d’ensoleillement, naturesdl..) (Kérner 2007). Des expositions ou des

versants opposeés sont le plus souvent soumis uesde climats différents.

Les études menées sur les Tabanidae dans des daitésde sont peu nombreuses. Des
collectes faites au Tennessee (USA) a deux alstaiféerentes (250 et 600 m) ont montré que
certaines especes étaient présentes uniquemelt @ &lors que la plupart des espéces étaient
présentes partout (Mullens & Gerhardt 1980). EnaGeg 'altitude et la végétation expliquaient
en partie la richesse et I'abondance des espegtsrées le long d'un transect (6 — 1157 m)
(Hackenbergeret al. 2009). De plus, les déterminants climatiques Btadhfférents selon le
versant considéré : température et vent pour lsamersud (climat méditerranéen) et humidité
pour le versant nord (climat continental). En Arme¢olin & Andreeva (1983) ont observé que
I'activité de T. infestusdépendait de l'altitude dans la région montagneliseNakhitchevan
(1400-1700 m).



En France, la diversité des taons et leurs altgyiéférentielles ont été étudiées dans les Alpes e
les Pyrénées par Leclercq (1971a, b). La limiteecespeces « de plaines » et espéces « de
montagnes » se situe aux environs de 600 m eneSumisss, ailleurs, cette estimation varie

suivant la latitude et I'exposition du massif (Lexcg 1977).

2.1.1.3. Structure du paysage

Les communautés d'insectes sont influencées pavdeations d’habitats soit a I'échelle du
paysage soit a I'échelle de I'habitat. La réponépetid de la taille du taxon considéré, de son
domaine vital et de sa capacité de dispersion.eRample, dans les zones de montagnes, la
richesse et I'abondance des différentes especbsutdons sont liées a la structure du paysage a
I’échelle de I'habitat et du paysage (Hatfield &Biéhn 2007).

Chez les Tabanidae, I'habitat forestier est untaslpréférentiel pour le repos (Okiwelu 1977).
Au Texas (USA), une étude a montré que les feméllegbactorprivilégiaient, pour leur repos

nocturne, les vallées ou versants abrités a badssed@ par rapport aux collines ouvertes
(Kingstonet al. 1986). Dans ces sites, les taons sont capturégeeedtes hauteurs (42% entre 1

et 1,50 m au-dessus du sol) dans des habitatsrdenséouverts.

Les milieux ouverts, par contre, sont plus favagald le recherche active d’hétes puisqu’un hote
est détectable plus facilement et de plus loin murelieu forestier (Barros 2001). En Louisiane
(USA), une activité maximale dBE fuscicostatugt T. lineolaa été observée en lisiére de forét.
L'activité de ces taons diminuait de facon sigrifice en milieu ouvert, au-dela de 200 m, et en
forét, au-dela de 20 m (Sheppard & Wilson 1977¢xlIkte donc un effet lisiere sur l'activité des
femelles a petite échelle. Mais la structure pagsadoréts — zones ouvertes influence-t-elle

également la richesse et 'abondance des espedasrdea plus grande échelle?



2.1.2. Distribution spatio-temporelle des Tabanidae dans les Pyrénées

Article 1 : Spatial and temporal distribution ofEaidae in the Pyrenees Mountains:
the influence of altitude and landscape structure.
F. Baldacchino, A. Porciani, C. Bernard & P. Ja\bRuo.
Bulletin of Entomological Researdh, press (2013)
http://dx.doi.org/10.1017/S0007485313000254

Résume

Difféerents parametres environnementaux semblertienter la distribution des Tabanidae,
notamment l'altitude et le paysage (Sheppard & Wilsl977; Dolin & Andreeva 1983,
Hackenbergeet al. 2009). Cependant, la distribution des taons estpgeu documentée dans les
zones de montagnes, en particulier aux altitudele détail passe I'été (> 1500m). Nous avons
donc mis en place un dispositif expérimental af)nd{évaluer l'influence de I'exposition, de
I'altitude, de la proximité des points d’eau etmhysage forestier sur la richesse et I'abondance

des taons, et (ii) d’étudier I'activité saisonnietgournaliere des principales especes présentes.

Deux vallées ont été choisies comme sites d'étlitpife 4), I'une exposée au nord et l'autre
exposée au sud. Des pieges Nzi et Vavoua (Figurappgatés avec de I'urine de vache vieillie,
ont été installés en binbme dans chaque valléanig d’'un gradient altitudinal (~1500, ~1800 et
~2000 m) et a distance croissante de la riviere2(@ et 400 m) (Figure 6). La structure
paysagere a été définie dans une zone tampon dm Z8ametre) autour de chaque position de
piegeage N=18). Les habitats forestiers (foréts denses) eeins (pelouses, patures, tourbieres,
végeétation mixte, roches, eau) ont été délimités saorcMap 9.3 (ESRI Inc., California, USA)
dans chaque zone tampon et caractérisés selonféxeuotale (ha) — Class Area (CA) —, la
surface moyenne (ha) — Mean Patch Size (MPS) & etinplexité de la forme (m/ha) — Mean
Perimeter Area Ratio (MPAR).

Huit sessions de collecte de 48h ont été menées eai et octobre 2011 pour suivre I'activité
saisonniere des taons. Pour étudier I'activité rjaliere des principales espéeces, nous avons
effectué trois sessions de collectes de 12h aveaalevés toutes les 2h, entre 7h et 19h. Les

taons collectés ont été identifiés d’apres les @&€hvaleet al. (1972).



Figure 5. Pieges Nzi et Vavoua en bindn{f. Jay-Robert, 2011)
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Figure 6. Sites d’étude Vallées A (la Mouline) et B (Mantet)
Les localisationsles pieége:soninotées de 1 a €lon un gradient altitunal.

2020 taons (dont un maleappartenant a 19 espeéeces ont été colb (GenresPhilipomyig
TabanusHybomitrg Atylotus, Haematopotaet Chrysop$. Les piéges N:se sont révéleés les pl
efficaces pour la collectes s Tabanini (tests significatifs poPhilipomyie et Tabanus espéces
les plus abondantes). Ces pes ont également montré leur efficacité frique, en Amérique d
Nord et en AustraliéMihok 2002; Mihol et al.2006; Van Hennekeleat al. 2008).

Une premiére analysen conposantes principales (AC a montréqu’une des 18 positions (
piégeage présentaine faun: particuliér. Il s’agissait d’une positiosituée a proximité d’un la
d’altitude, particulierementropices auxChrysopset aux Haematopoi. Cette position a été
exclue pourla suite des aalyses. Une analyse canonique des coondances (ACCa été

réalisée avec les 17 positiorestanteset lesdifférentes variables enviranementale(exposition,



altitude, distance a la rivieret paramétres paysagers) sous CanocdqtdrBraak & Smilauer
2002).

L’ACC a permisd’expliquer66% de la distribution des taon: trois variables ont une influenc
significative: I'exposition, I'dtitude et la taille moyenne des zones ortes Figure 7). D’apres
les tests de corrélation de sarmanl’altitude (entre 1500 et 2000 m)eau un effet positif suH.
auripila (especeade montage dans le sud de I'Eurc) et un effet négif surT. bromiuset P.
aprica (especes a large dibution). La diversité en espéces et I'adance deP. aprica T.
bromiuset T. glaucopisfurent négativement corrélées avec 'augmenn de la taille moyenn

des zones ouvertes et/ou pivement corrélées avec la complexité dexe de ces habita

=)
2 _

9

= . N

1] T. sudeticus Hoe. scutellota _C.relictus ] e B . -

8 o C. caecutiens ) g Mps_FN

Tg T. quatuornotatus O o Texclusus ”

o

[ e T. maculicornis

% H. auripila A-fulvus O O o

NS . ge. pluvialis -

2 0 - H. distingue 7k

% Gniano -1.0 1.0

r“_": Variables F P

o T. glaucopis 1us SLOPE 358 0.002

L ALT 3.13 0.002

u T. rupium © P aprica MPAR_F  1.27  0.188

=5 H. covcasica® MPS_UF 243  0.006

.c_g DIs 1.81 0.074
MPS_F 1.65 0.080
CA_UF 0.52 0.848

o T.miki MPAR_UF  0.25 0.964
CA_F 0.05 1.000
-2 T T ] =
2 0 2 4

% of inertia: 21.9%; eigenvalue = 0.20

Figure 7. Analyse caninique des correspondances (ACC) représentation de la
distribution des espece en fonction des différentes variables enonnementales

La taille des cercles estoportionnelle a I'abondance totale des cites pour chaqt
espece. Les variables éronnementales sont I'exposition (SLOPEaltitude (ALT),

la distance a la riviereDIS) et, pour les habitats forestiers (F)auverts (Ul), la
surface totale (CA), la ille moyenne des patch (MPS) et la corxité de la forme
des patch (MPAR). L'det de chaque variable (valelF et p) est reporté dans
tableau et les effets sigcatifs sont notés en graP<0,01).



Notre travail a ainsi montré que l'altitude et lypage ont une influence sur la distribution des
taons. Les zones de transition forét — milieu ousent des habitats préférentiels pour les taons
car elles sont situées a faible distance des Hiteaires, des aires de recherche d’hbtes et des
gites de repos pour les adultes (Kingsebral. 1986; Barros 2001; Andreew al. 2009). Or,
dans les Pyrénées, comme dans la plupart des mestaEurope, la déprise agricole du siecle
dernier a favorisé I'expansion des foréts et laicédn des milieux ouverts (Graoa al. 2011).
Ceci pourrait étre favorable a une augmentation mgsulations de taons dans les foréts de

moyenne altitude.

En revanche, nous n'avons pas mis en évidencela#oreentre la distribution des taons et la
distance par rapport a la riviere. Ceci peut siex@r par (i) la multiplicité des points d’eau
permanents ou temporaires dans chaque valléerjvigisseaux, tourbieres), (ii) la diversité des
gites larvaires selon les especes (par exempleslaleT. bromiussemi-aquatiques et larves de
P. apricaterrestres) (Andreevet al. 2009), (iii) et la grande capacité de dispersien ddultes
(sauf pour les especes petites comiteysopssp. etHaematopotasp.) (Chvalaet al. 1972;
Konstantinov 1993).

Dans chaque vallée, nous avons observé une sumteles especes entre fin-juin et fin-ao(t avec
un pic d’abondance des taons début aolt. La péndakdivité fut plus courte dans la vallée
exposée au sud. Les espéces de montagne cbimangipila sont les plus précoces suivi par des
especes plus communes commebromiuset P. aprica Cette succession d’espéces a aussi été
montrée en Turquie et en République tcheque (Desba®36; Altunsoy & Kilic 2012).

En estive, les principales especes de taons stwésentre 9h et 19h avec un pic d’activité entre
11h et 13h (GMT+1). En Bulgarid,. bromiusétait aussi trés actif en milieu de journée (12h-
15h) (Ganeva 1999). En revanche, sur le Caucas@|&(1979) a observé une activité maximale
de Tabanusspp. et dé>hilipomyiaspp. entre 16h et 18h. La température, 'humiditées vents
thermiques pourraient expliquer ce pic d’activitéfim d’aprés-midi. L’étude de l'influence des
variables environnementales sur les piqires destaons permettra d’évaluer la relation entre

I'activité des taons et les conditions climatiq(&gicle 2).
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Abstract

In high-altitude summer pastures, horseflies (Diptera: Tabanidae) can be a serious
nuisance to livestock, as well as mechanical vectors of animal diseases such as
besnoitiosis, an enzootic disease in the Pyrenees. However, the activity of horseflies in
mountainous environments is poorly documented. To study the seasonality and
distribution of tabanids in the Pyrenees Mountains, a sampling design was set up in
two valleys on opposite sides of the mountain, one north-facing and one south-
facing, along high-elevation gradients and at different distances from a water body
between May and October 2011. The influence of the landscape on species richness
and abundance was assessed by taking into account forested and unforested areas in
200 m radii around the trapping sites. Our findings indicated that: (1) The slope, the
altitude and the size of unforested patches significantly influenced community
composition of tabanids. (2) Altitude had a positive or a negative effect, depending
on the species. (3) Species richness and abundance were negatively correlated
with large open habitats and positively correlated with patch-shape complexity.
(4) Seasonal succession of the most abundant species was observed in both valleys,
with a maximum of catches at the beginning of August; however, tabanid activity
ended earlier in the southern valley, which was more exposed to sunlight.
(5) Philipomyia aprica, Tabanus bromius, Tabanus glaucopis and Hybomitra auripila
were active from 9:00 to 19:00 h (GMT +1), with a peak of activity at midday. This
paper also discusses the implications of these findings in relation to changes in
horsefly distribution and their control in mountainous environments.

Keywords: Tabanidae, Pyrenees, elevation, landscape, seasonal abundance,
daily activity
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Introduction
The management of suckler cattle in European mountain
*Author for correspondence conditions is based on long winter housing phases, imposed
Phone: + 33 4 67 14 23 21 by the climatic conditions, followed by summer grazing on
Fax: + 334 67 14 24 59 high-altitude pastures during the period of higher availability

E-mail: frederic.baldacchino@cefe.cnrs.fr and quality of grass (Casasus et al, 2002). However, in
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Fig. 1. Studied valleys (A and B) with vertical profiles of the trapping locations. Trapping locations were numbered from 1 to 9.

mountainous areas, cattle are particularly exposed to
ectoparasites, especially horseflies (Diptera: Tabanidae).
Horseflies are large haematophagous insects that feed on the
blood of ungulates and can be a serious nuisance for livestock
(Mullen & Durden, 2002). Previous studies have shown that
grazing animals are likely to be particularly bothered by
tabanids, and when the fly load is high, they may move to
habitats with maximal exposure to wind or with mixed
vegetation, for example, bushy areas, where tabanids are
less active (Hughes et al., 1981; Raymond & Rousseau, 1987).
In addition, tabanids are mechanical vectors of pathogens
such as Besnoitia besnoiti, a sporozoan parasite enzootic to the
Pyrenees, but currently considered an emerging disease in
Europe (Foil, 1989; EFSA, 2010; Jacquiet ef al., 2010; Gentile
etal., 2012). High-altitude pastures are areas with a high risk of
transmission, as sick livestock can mix with healthy livestock
in the herd.

The occurrence and activity of tabanids depend on the
presence of the host animal, as well as on environmental
parameters such as climatic conditions (temperature, humid-
ity and wind) and landscape parameters (water, vegetation
and altitude) (Chvala et al., 1972; Sheppard & Wilson, 1977;
Hackenberger et al., 2009; Van Hennekeler et al., 2011). Insect
communities may be influenced by habitat variation at the
scale of a patch and /or the landscape, depending on the focal
taxa’s body size, home range area and dispersal distances.
For example, species richness and abundance of bumblebees
in mountainous areas is influenced by both patch and
landscape factors (Hatfield & LeBuhn, 2007).

In Europe, most ecological studies dealing with tabanids
have been conducted in plains habitats, with only a few
studies carried out in mountainous areas (Chvala, 1979;
Hackenberger et al., 2009). However, Koerner (2007) under-
lined the importance of altitude in ecological research, and

altitude has been virtually proven to influence the distribution
of insects (McCoy, 1990; Hodkinson, 2005; Pyke et al., 2011).
Moreover, the richness of Tabanidae fauna in European
mountains (the Alps and the Pyrenees) was shown by
Leclercq (1971, 1977) who has attempted to characterize the
altitudinal distribution of species.

The eastern Pyrenees are an ideal study site for evaluating
the influence of environmental variables on diversity and
abundance of tabanids. The climate of this region is influenced
by both Mediterranean and oceanic climatic conditions
(Esteban et al., 2009). The transversal aspect of the main
valleys in relation to the north—-south axis results in two clearly
contrasted slopes, one dry and one wet. Furthermore,
agricultural and pastoral activities have created a structured
mosaic of landscapes, modified by the expansion of forest
areas over the last few decades (Gracia et al., 2011). The
selection of this area for our study allowed us to consider
the effects of different altitudes along high-elevation gradi-
ents, the effects of distance from water bodies — which are
known as breeding sites for tabanids — and the effects of
landscape factors on the distribution of tabanids. Seasonality
and daily activity patterns of the main species present were
also recorded.

Materials and methods
Study sites

Two sampling valleys (A and B) of summer pasture
grounds on opposite slopes were selected in the eastern
Pyrenees, France (fig. 1). Valley A is located in the summer
pastures of La Mouline, ranging from 850 to 2300m above
sea level on the southeast slope of the Madres massif (2°14'E,
42°37'N). The climate is influenced by Mediterranean and
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Fig. 2. Example of 200m radii around three trapping locations. Polygon-shaped patches of forested and unforested habitats were delineated

using aerial photographs.

alpine conditions, with a mean annual temperature of 10.8°C
and annual rainfall of 753 mm (Nohedes village, 1000m a.s.1.,
at a distance of 4km) (Roux et al., 2011). This area is in the
centre of the Madres-Coronat Natura 2000 site (FR9101473)
and includes Evol Lake (‘Gorg Negre') at 2083m a.s.l. It is
characterized by dense grassland (Isoefes echinospora) around
the lake, peat bogs, forests of mountain pine (Pinus mugo) and
granitic scree.

Valley B is located in the Mantet Natural Reserve, ranging
from 1450 to 2700m a.s.l. on the northwest slope of the
Costabona massif (2°18'E, 42°28'N). The climate is influenced
by both moderate Atlantic and orogenic continental con-
ditions with a mean annual temperature of 9.5°C and annual
rainfall of 855mm (Mantet village, 1545m a.s.l) (Mantet
Natural Reserve data, unpublished). This area is characterized
by metamorphic rocks from the Mantet-Fillos rift. It is
a complex mosaic of woodlands (Pinus uncinata and Betula
spp.), moorland (Cytisus oromediterraneus), rocks, pastures
and grasslands. Wetlands and aquatic habitats are poorly
represented.

Sampling

Figure 1 represents the two valleys with the vertical profile
of the trapping locations. To evaluate the altitudinal effect,
three transects at different altitude levels were designated in
each valley: low (A1-A3: 1373-1554m, B1-B3: 1580-1732m),
medium (A4-A6: 1757-1921m, B4-B6: 1824-1932m) and
high (A7-A9: 2087-2258 m, B7-B9: 2101-2205m). Along each
transect, three locations were fixed at an increasing distance
from the nearest river (0m, 200m and 400m) to evaluate
the influence of the proximity of water bodies. In both valleys,
the respective rivers were considered the main water

body, except for the highest altitude level of valley A, where
the transect starts at the shore of the lake.

Mapping

To evaluate the influence of landscape factors, aerial
photographs were analysed using ArcMap 9.3 (ESRI Inc.,
California, USA). Radii of 200m were overlaid on trapping
locations (fig. 2). The radii were quite large in size because
tabanids are strong, fast fliers. Studies conducted on tabanid
dispersal have shown that the mean daily flying distance is
less than 1-2km, although unfed tabanids may disperse over
distances of more than 6km (Sheppard & Wilson, 1976;
Cooksey & Wright, 1987; Konstantinov, 1993; Barros & Foil,
2007). In each radius, polygon-shaped patches of homo-
geneous habitat were delineated according to the vegetation
cover using aerial orthophotography from 2009 and classified
into two land-cover classes: forested and unforested (fig. 2).
Forested patches corresponded to conifer forests, and unfor-
ested patches corresponded to open areas such as grasslands,
pastures, moors, bushes, rock, water or mixed vegetation.

Landscape metrics were calculated in each radius using the
patch analyst extension for ArcGis 9.x. In each radius, forested
and unforested patches were characterized by their total
surface area (CA, ha), the mean patch size (MPS, ha) and their
mean perimeter-area ratio (MPAR, m ha~') as an indicator of
the patch-shape complexity (table 1).

Around trapping locations, the landscape was largely
dominated by unforested habitat. The number of forested and
unforested patches was quite similar, but the MPS was four
times higher for unforested patches. Conversely, the MPAR
was two times higher for forested patches.
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Table 1. Landscape parameters
(forested vs unforested).

extracted from thematic maps for each radius with the mean and standard deviation for each class

Classification Parameter (abbreviation) Class Mean SD Unit
Area Class area (CA) Forested 2.83 247 ha
Unforested 9.73 247 ha
Patch density and size metric Mean patch size (MPS) Forested 187 1.96 ha
Unforested 7.68 3.94 ha
Shape metric Mean perimeter-area ratio (MPAR) Forested 726.2 708.2 mha !
Unforested 3733 508.3 mha™!

Trapping

One Nzi trap (Mihok, 2002) and one Vavoua trap
(Laveissiere & Grebaut, 1990) were used at each trapping
location. The distance between traps was about 10m. The traps
were made from blue and black components (SuperMaine
300g cotton/polyester 65/35, TDV Industries, France) and
polyester mosquito netting. Aged cow urine (50ml) was used
as the attractant and placed under each trap in plastic vials
with a 2.5-cm aperture. The front of each Nzi trap was
positioned facing west. A total of eight collections in each
valley were made over the period of May to September 2011.
Each collection was conducted over a continual 48-hour
period. Tabanids were identified using Chvila’s key (Chvala
1972). Each sampling unit (SU) consisted of the total catches
obtained in a pair of Nzi-Vavoua traps during a 48-hour
session. Then, all the abundance data per species from the
72 SUs (8 collectionsx 9 trapping locations per valley) were
used to analyse the spatial and temporal distribution of
tabanids.

Daily activity pattern

To investigate the daily activity pattern of tabanids,
collections were made in selected locations on selected days
and times. In valley A, collections were made at three locations
(A3, A4 and A7) on 1 August 2011, and in valley B at five
locations (B1, B2, B4, B5 and B6) on 11 August 2011 and at
three locations (B7, B8 and B9) on 7 July 2012. Species were
collected during six consecutive 2-hour periods from 7:00 to
19:00 h (GMT+1). Only one Nzi trap baited with aged cow
urine was used at each location.

The results took account of all trapping locations in valley
A and B during the three collection days. The percentages
of the total number of each species were calculated for each
2-hour period.

Statistical analyses

Differences in catches between Nzi traps and Vavoua traps
were compared using the non-parametric Wilcoxon signed-
rank test (W). Species accumulation curves for each valley
were constructed using EstimateS (Colwell et al., 2012).
A correspondence analysis and a canonical correspondence
analysis (CCA) were performed per trapping location on
abundance log-transformed data using Canoco 4.5 (ter Braak
& Smilauer, 2002). For the CCA, the environmental data-set
consisted of a matrix of nine variables: the slope (valley A
vs valley B), the altitude, the distance from the river and the
three landscape metrics (CA, MPS and MPAR) calculated for
forested (F) and unforested (UF) patches (table 1). During the

CCA, Monte Carlo permutations (n=499) were performed
in order to identify the subset of environmental variables that
exerted a significant influence on tabanids distribution at
P<0.01. Correlations between the total number of species or
the abundance of main species and (i) the altitude, (i) the
distance from the river and (iii) the landscape metrics were
evaluated using Spearman’s rank-order correlations coeffi-
cient (r;) with Monte Carlo permutations (1=9999). Statistical
tests were performed with PAST 2.12 (Hammer ef al., 2001).

Results
Effectiveness of traps

A total of 2020 tabanids (2019 females and one male)
belonging to 19 species in six genera (Philipontyia, Tabanus,
Hybomitra, Atylotus, Haematopota and Chrysops) were captured
over the period of the study (table 2). Most of the insects,
including the only male, were Philiponyia aprica (Meigen 1820)
(55.8%). Other abundant species were Tabanus bromius
Linnaeus 1758 (13.4%), Hybomitra auripila (Meigen 1820)
(9.8%) and Tabanus glaucopis Meigen 1820 (9.2%).

The Nzi traps consistently caught more tabanids than
the Vavoua traps, with a total of 1824 specimens (90%):
Philipomyia spp. (88%, W=36, P=0.01), Tabanus spp. (92%,
W=21, P=0.04), Hybomitra spp. (88%, W=15, P=0.09) and
Atylotus spp. (83%, W=12, P=0.27). Nzi traps seemed less
effective for Chrysops spp. (63%, W=3, P=0.6) and
Haematopota spp. (28%, W=6, P=0.33), and very few speci-
mens of these two genera were collected.

Spatial distribution

During the study, we collected more species but less
specimens in valley A (N=18, n=731) than in valley B (N=13,
n=1289). Catches of the four main species were more
numerous in valley B. Species accumulation curves show
that the sampling effort was quite sufficient for estimating
species richness in both valleys and that species richness was
higher in valley A (fig. 3).

The initial correspondence analysis revealed that trapping
location A7, close to the lake, was an outlier (fig. 4). Therefore,
a second correspondence analysis was done without this
sample. Locations in valleys A and B were separated along the
first axis, while higher locations (A8, A9, B8 and B9) were
clustered along the second axis. To investigate community
composition in relation to environmental variables, a CCA
was performed (fig. 5). The A7 sample was not included in the
analysis and two samples were downweighted as they were
detected as outliers with a high influence. The results of the
CCA were significant, explaining 66.2% (P =0.002) of tabanids
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Table 2. List of collected Tabanidae species and the number of individuals of each species.

Species Valley A, n Valley B, n Total, n
P. aprica (Meigen 1820) 468 659 1127
T. bromius Linnaeus 1758 68 202 270
H. auripila (Meigen 1820) 31 166 197
T. glaucopis Meigen 1820 9 177 186
Hybomitra montana (Meigen 1820) 28 32 60
Hybomitra distinguenda (Verrall 1909) 17 16 33
Haematopota pluvialis (Linnaeus 1758) 25 6 31
Atylotus fulous (Meigen 1804) 26 3 29
Tabanus maculicornis Zetterstedt 1842 26 1 27
Tabanus quatuornotatus Meigen 1820 4 13 17
Tabanus sudeticus Zeller 1842 3 7 10
Tabanus exclusus Pandelle 1883 8 0 8
Chrysops relictus Meigen 1820 8 0 8
Hybomitra caucasica (Enderlein 1925) 1 4 5
Haematopota scutellata (Olsufjev, Moucha & Chvila 1964) 4 0 4
Tabanus rupium (Brauer 1880) 0 3 3
Chrysops caecutiens (Linnaeus 1758) 3 0 3
Tabanus miki Brauer 1880 1 0 1
Chrysops sepulcralis (Fabricius 1794)" 1 0 1
Total 731 1289 2020

L Specimen not collected in a trap.

Valley A

Valley B

Number of species
v 5

0 20 40 60
Number of sampling units

Fig. 3. Species accumulation curves for valleys A and B (each is
shown with its 95% confidence interval).

distribution. The results indicated that three variables signi-
ficantly influenced fauna: slope, altitude and the mean patch
size of unforested patches (P <0.01).

The relationships between the number of taxa or the
abundance of the main species and (i) the altitude, (ii) the
distance from the river and (iii) the landscape context were
also assessed by Spearman’s correlation analysis. All the
significant results are summarized in table 3. They show that
(i) no correlation occurred between the diversity of tabanids
and altitude. However, the abundance of P. aprica and
T. bromius were negatively correlated with altitude in valleys
A and B, whereas H. auripila was positively correlated with
altitude in valley B. (ii) Distance from the river had no
perceptible effect on the catches. (iii) Species richness was
positively correlated with the size of forested patches, and
negatively correlated with the surface covered by unforested
habitats. The shape complexity of unforested patches also had
a positive effect on the number of taxa. In both valleys, the

abundance of P. aprica was positively correlated with the
shape complexity of unforested patches, but negatively
correlated with the size of unforested patches. In valley B,
the size of unforested patches had a negative effect on the
abundance of T. bromius and T. glaucopis, and the shape
complexity of unforested patches had a positive effect on the
abundance of T. bromius.

Seasonal abundance and daily activity

In both valleys, tabanids were active from early June to
early September — only a few specimens were collected in late
May and late September. The largest number of individuals
and species were collected in early August in valley A and
in mid-August in valley B (fig. 6). There was a seasonal
succession of the four main species. H. auripila was the first
species collected in abundance, with a peak in late June in both
valleys; P. aprica was active from late July to mid-August,
with the shortest flight period in valley A; T. bromius had the
longest flight period, from late June to mid-August, with a
peak in abundance in early August in valley A, extending to
mid-August in valley B. The last to appear was T. glaucopis,
which peaked in abundance in mid-August in valley B.

Tabanids were active from 9:00 to 19:00h (fig. 7).
The diurnal activity of H. auripila, P. aprica, T. bromius and
T. glaucopis was characterized by a one-peak curve which
reached a maximum between 11:00 and 13:00 h (GMT+1).
During this period, 40-50% of tabanids were collected.

Discussion
Efficiency of traps and daily flight activity

Our results showed that Nzi traps were more effective than
Vavoua traps for sampling Tabanidae species. The efficiency
of these traps has been previously demonstrated in Africa,
North America and Australia (Mihok, 2002; Mihok et al., 2006;
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2.2. Activité de piglre des taons et réeactions ded  éfense des hotes

2.2.1. Activité de piqQre des taons

Le travail précédent visait a caractériser la ttigtion des différentes espéces dans I'ensemble de
la matrice paysagere mais ne prenait pas en colmmeesence éventuelle des hétes. Or, il est
vraisemblable que l'attraction exercée par les h18te les femelles adultes soit suffisante pour
que celles-ci s’affranchissent, au moins partielatmdu filtre paysager. L'étude de I'activité de
piglre des taons doit ainsi permettre d’évaluexpléesition réelle des troupeaux, ce qui est
essentiel pour améliorer les stratégies de proted¢iuzariet al. 2010c). La caractérisation du
comportement de piqQre peut également permettrgtidiser I'utilisation des produits
insecticides qui doivent pouvoir assurer une ptaiacoptimale des zones du corps les plus
piquées (Mohamed-Ahmed & Mihok 2009).

Plusieurs études ont montré que les femdllsanusse posaient préférentiellement sur les pattes
des bovins ou des chevaux (Raymond & Rousseau P3tlps & Holloway 1990; Muzasit al.
2010c). Hribaret al. (1992) ont également dénombré davantage d’attegjurda partie antérieure
des vaches et le nombre de taons sur les pattessagtait fortement corrélé au nombre total
observé sur tout le corps de I'animal.

Les taons attaquent aussi d’autres parties du ceirpes choix des zones piquées est souvent
dépendant de I'espéce (Mullens & Gerhardt 1979]adder & Wright 1980). Ainsi, le$abanus

de petite taille attaquent-ils surtout les pattes,flancs ou le ventre alors que Esbanusde
grande taille se posent presque exclusivementesaio$ (Mohamed-Ahmed & Mihok 2009).
Chez 'Homme, leFabanusspp. préférent piquer les jambes tandis igaematopota pluvialiet

Chrysopsspp. piquent plutét a la téte et au cou (Cheélal. 1972; Kr mar & Mari 2006).

La sélection des sites de piqares reste encoreewlquée. Elle dépend probablement de
signaux physiques et chimiques comme :
- Laforme du corps, la couleur et/ou la clarté deiraiére réfléchie (Blahet al.2012a) ;
- La différence de concentration en £@ntre les parties antérieure et postérieure de
I'animal (Mullens & Gerhardt 1979) ;



- L’odeur du pelage (Magnarelli & Anderson 1980) ;

- Lalongueur de poils sur les différentes zonesatps(Mullens & Gerhardt 1979).

Les réactions de défense des animaux (notammeoblgss de queue) et leur intensité pourraient
aussi expliquer la sélection des sites de piqUnéb@r et al. 1992). Enfin, une compétition
interspécifique pour la ressource serait a I'oegite la partition du corps de I'animal mais cette

hypothése reste tres contestée (Mohamed-Ahmed &KRO09).

2.2.2. Reéactions de défense des hotes

Pour se prémunir des pigdres d’insectes, les oaguisent différents comportements destinés a
éviter, repousser ou déloger les insectes (Mooeingl. 2007). Ces comportements de défense
peuvent étre individuels ou collectifs. lIs comprent les comportements de répulsion (coups de
téte, coups de pattes, mouvements de queue, trionglade la peau), les comportements
d’évitement (déplacement vers une zone avec moimsedtes) et les comportements de
regroupement (bovins en groupe, chevaux téte-bédley réactions de défense sont tres
efficaces pour repousser les insectes et dimiragecdts associés aux attaques. Ainsi, le taux de
gorgement des glossines est corrélé négativemenfraquence des réactions de défense d’'un
bovin (Baylis 1996; Torr & Mangwiro 2000).

Concernant les Tabanidae, de telles réactions @iengk® ont été plusieurs fois observées.
Raymond & Rousseau (1987) ont montré que les moemtsnde queue d'un bovin étaient
corrélés aux attaques de taons (Raymond & Rousk@8r) tandis que Mohamed-Ahmed &
Mihok (2009) ont trouvé une relation entre les cowe pattes et les piqlres de taons. Au
Canada, les réactions de défense des bovins oahgggistrées sur deux lots, I'un traité avec un
insecticide (cyperméthrine) et I'autre non traiRalley et al. 1993). Le nombre de mouvements
de queue et de coups de pattes étaient signifesatint plus élevés dans le groupe témoin.

Les comportements collectifs ont été moins étudiéss qu’ils peuvent étre tres efficaces dans la
prévention des pigQres en cas de fortes pullulattntaons. Aux Etats-Unis, il a été observé que

des poneys réduisaient I'espace entre individus dé diminuer l'intensité des attaques par



individu (Rutberg 1987). En France, des chevauxi&@acaient en groupe vers une zone tres
exposée au vent ou les taons étaient moins akhifgheset al. 1981).

L'intensité des réactions de défense est variabhe ¢hdividu a l'autre. Elle dépend de la
nuisance globale, de I'excitabilité de I'héte et gt habituation a la douleur (Mullees al.
2006). Les études sur les mouches piqueuses (tstonsoxes et glossines) ont montré que :

- Des individus plutét actifs sont moins piqués ges ahdividus plutét passifs (Raymond
& Rousseau 1987) ;

- Des individus plus jeunes sont moins piqués pgrodpaux adultes a cause de leur taille
plus petite (ils sont moins attractifs) et de laginence élevée de leurs réactions de
défense (Toret al.2001; Schofield & Torr 2002; Mohamed-Ahmed & MihaR09) ;

- Des individus peuvent s’habituer aux piglires etnmae défendre au cours de la saison
d’activité des mouches (Mulleres al.2006).

2.2.3. Activité de piqQre des taons autour d'untro  upeau de bovins en estive

Article 2 : Biting behaviour of Tabanidae on cattiehigh-altitude summer pastures
F. Baldacchino, L. Puech, S. Manon, L. Hertzog &#&y-Robert.

Bulletin of Entomological Researchnder review.

Résumé

L'objectif de ce travail était de mieux caractérigexposition réelle des troupeaux et le
comportement de piglre des taons en estive. Pday meus avons suivi pendant six jours un
troupeau de vaches allaitantes d’age mixte et de mixte d'une soixantaine d’individus.
Chaque jour, nous avons observé dix vaches cho@éstoirement sur trois périodes de la
journée : matin (10h-11h), midi (12h30-13h30) etréapmidi (15h-16h). Lors de chaque
observation, nous avons noté le nombre d'attageemahs et leur localisation sur le corps de
I'animal, d’un seul coté pendant 1 min (Figure Bp méme temps, nous avons enregistré par
vidéo les réactions de défense des bovins : coaipdte, coups de pattes et battements de queue.
Parallelement aux observations, deux pieges Nziéthinstallés a proximité du troupeau. Les
pieges étaient relevés toutes les heures de 1@ &tldeplacés en fonction de la position du

troupeau (Figur®).



Figure 8. Observations directes des attaques de ta®et des réactions
de défense des boving.. Puech, 2012)

Figure 9. Pieges Nzi installés autour d’'un troupeade bovins
(F. Baldacchino, 2012)



La position du troupeau était géoréférencée toleedeures et les conditions météorologiques
(température, humidité, vitesse du vent) étaiemégstrées a l'aide d’'une station portable. La
structure paysagere a été caractérisée autourndamps du troupeau (zone tampon de 200 m de
diametre) pour les habitats forestiers et ouvense dans larticle 1.

Les attaques de taons, variable réponse, ont é&élisé@es en fonction des différentes variables
environnementales (parameétres climatiques, altitateparamétres paysagers). Nous avons
considéré les attaques de taons pour chaque ahatini, Diachlorini et Haematopini) et dans
leur globalité.

Plusieurs modeles linéaires généralisés mixtes (M)L.Mnt été développés selon les bonnes

pratiques de Bolkest al. (2009). La syntaxe du modele sous R est seloeige suivant :

1234+56427189 8:8;<=83>/<;=? 34<6=@ 32A? 34<6=@3XH=@+ 8BC = DBEF3-@+ C 6G<H<6;-,
582<1B9A6<GG6;,=8H898HH-

La variable réponse étant un décompte, nous avtliséwne loi de poisson. Les variables

environnementales et la période du jour ont ét&idénées comme les effets fixes des modeles.
Les corrélations entre variables environnementales été testées avec le coefficient de

corrélation de Pearson afin de ne pas inclure dagsmodeles deux variables avec des
coefficients de corrélation supérieures ou égalés8a Nous avons considéré la position du

troupeau a chaque peériode comme un effet aléatont®, « (1|Position) » dans le modele. De
méme, le jour d’observation, noté « (Day|ld.vachejeprésente une pseudo-réplication pour
chaque vache, considérée comme un effet aléatomténa.

Nous avons d’abord testés des modeles limités atrhles climatiques en interaction avec la

période. Aprés avoir sélectionné les variables iBogiives, nous avons testé des modeles
incluant l'altitude et des modéles incluant lesetffpaysagers. Les meilleurs modeles ont été

sélectionnés en utilisant le critére d’Akaike (Atainformation Criterion, AIC).

3921 taons (uniqguement des femelles) appartend® @speces (Genrdabanus, Hybomitra,
Atylotus, PhilipomyiaDasyrhamphiset Haematopota ont été collectés au cours des Six jours
d’étude. Les Tabanini représentaient la tribu laspliche en espéces (11 especes) et la plus

abondante (65,3%) dans les pieges devant les Diauh(28,2%) et les Haematopini (6,5%).



Tabanus bromiust troisHybomitre spp. H. montanaH. auripila etH. caucasic) représentent
84% des TabaniniP. apricaet H. pluvialis constituent I'essentiel des llecte:, respectivement,

des Diachlorini (>99%) et ds Haematopini (>95¥%

Le nombre d’attaques moy (£ erreur standard) était de 4,3 (,3)/vache/min. Les espéces |
plus nuisibles pour les vack appartenaient aux tribus Tabanini (49,zDiachlorini (28,1%) et
Haematopini (22,7%)Exception faite desHaematopini moins actifs ¥ matin, l'intensité de

attaques variait peu ou pas cous de la journée.

Les piéges Nzi étaiempieu eficaces pour la collecte dHaematopotasp. comme nous l'avions
déja suggéré dans ltale 1. Les collectes reflete plutdt bien les attages dues aux Tabanini
aux Diachlorini mais souesliment la nuisance occasionnée paHaematopin. PourP. apricag
on observe une corrélatigrositive significative entre lecollectes jornalieres et le nomb

quotidien moyen de piqUredservées par animal et par j(Figure 10).

Figure 10. Régression linéaire simpl: relation entre la
moyenne quaidienne des attaques/vache/min et leogarithme
des collectes/iége/jour pour P. aprica



La modélisation des attaques de taons (toutesstrdmmfondues) en fonction des parametres
climatiques montre que le nombre d’attaques estipasient lié aux températures du midi et de
I'apres-midi, et négativement lié a la vitesse datyle midi) et au taux d’humidité. Si on ajoute
I'effet altitude au modele, on observe une dimiomtdes attaques avec I'élévation en altitude.
Les attaques sont également plus faibles lorsquéehapératures matinales sont élevées, ce qui
pourrait étre une conséquence des courants thesmigencontrés en montagne (Zardi &
Whiteman 2012). Sur le Caucase, Chvala (1979) areégjueTabanussp. etP. apricaavaient

un pic d’activité en fin d’aprés-midi et il suggégae les courants thermiques étaient I'un des
facteurs déterminantsEn revanche, aucune association significative @ éablie entre

l'intensité des attaques et les parameétres paysager

Selon la tribu, les parameétres climatiques infleedifféremment l'intensité des attaques. Pour
les Tabanini, le nombre d’attaques est négativerrmmnélé au vent (le midi), au taux d’humidité,
a la température (le matin) et a deux périodesadeurnée (le midi et I'aprés-midi). Pour les
Diachlorini, le nombre d’attaques est associé negraent a 'lhumidité (le midi) et a la vitesse
du vent (le matin et le midi). Pour les Haematgdminombre d’attaques est négativement lié au

vent, et positivement lié a la température et@éldode (le midi).

L’activité des taons est donc étroitement liée emrxditions climatiques. L'influence de laltitude
est probablement due aux relations qui existeneaititude et variables météorologiques. Plus
généralement, la température et la vitesse du eepliquent les variations de densités et la
vitesse de déplacement chez les insectes @@etll. 2013). Chez les taons, des températures
basses semblent limiter l'initiation du vol (Amaf885) tandis qu’un vent fort inhibe le vol et
perturbe les signaux olfactifs présents dans (@ibson & Torr 1999).

Nous avons ainsi démontré un effet positif de lapérature et un effet négatif du vent sur
I'activité desHaematopotasp. Ce sont des especes petites qui sont certaihdrae sensibles
aux fluctuations thermiques et a la vitesse du.veas espéeces plus granddaljanussp.,
Hybomitrasp. etP. apricg sont, elles, davantage influencées par la vitdaseent et 'humidité
qui ont un effet négatif sur leur activité de piglr’humidité est généralement associée a une

baisse des températures, plutdt défavorable avictes taons.



Grace a I'observation direc des attaques, nous avons ement identif les sites préférentiels
de pigdresur le corps des v:hes en fonction des tribus. Les Tabaninis Diachlorini attaquer
préférentiellement les patttavant (55,8% et 53,9%), les pattes arr (19,2% et 8,6%) et
mamelle (16,8% et 31%). Les Haematopini attaquesurtoutles pattis arriere (48,4%) et
flanc (24,7%). LeHaematoote sp. étaient les seula piquer au cou (a la téte tandis qLT.
sudeticugfacilement identifible grace a sa tres grande taille) était lae espéce a piquer sur
dos.

Le décompte des réactions défense montre que les coups de p(r® = 0,181 ;P<0,001) et les
coups de queue¥ = 0115 ; P<0,001) sont corrélés pasiement ave le nombre d’attaqu
(Figure 1). L'observation d's coups de pas, notammentpourrait don: permettre d’évaluer

nuisance sans avoir a déncrer précisément les attaqt

Figure 11 Régression linéaire simpl: relation ertre le
nombre de pqdres de taons et le nombre de coups deattes
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Biting behaviour of Tabanidae on cattle in mountain ous summer pastures

Biting behaviour of Tabanidae on cattle in mountain ous
summer pastures

F. Baldacchino, L. Puech, S. Manon, L. Hertzog Bnday-Robert
UMR 5175, Centre d’Ecologie Fonctionnelle et EviMet{CEFE), Université Paul-Valéry
(UM3), 34199 Montpellier Cedex 5, France

Abstract

During the summer, cattle in mountainous pastuaesbe highly exposed to tabanid bites. The
persistent biting behaviour of tabanids not onlyses disturbance, but is also responsible for
transmitting diseases such as bovine besnoitibbes purpose of this study was to better identify
the level of tabanid annoyance on cattle by meéosltection (using insect traps) and direct
observation of cows. Tabanids were active durirgethitire daily observation period (10:00—
16:00), except foHaematopotap., which were less active in the morning. THautéds

collected in Nzi traps were generally represengatif/those that landed on cattle, except for
Haematopotasp., as Nzi traps were not very effective for éhegecies. The preferred feeding
sites for most species appeared to be a cow’solegdder, and leg stamping was the defensive
reaction most related to a tabanid alighting olst.nGeneralized linear mixed models showed
that the parameters associated with tabanid lasdinghosts were related to weather and altitude,
but not to landscape structure. Increased landirgge mostly associated with the higher
temperatures and lower wind speeds at midday,dme gifferences were observed between
species. The results indicate that cattle-protaaneasures should be taken during the peak of
tabanid abundance when climatic conditions favoterise biting activity. Nzi traps set close to
livestock were very effective for collecting tabdsiand could help in reducing the annoyance
caused by horse flies.

Keywords
Tabanidae, biting behaviour, cattle, pastures,rnafe behaviour, horse flies

Introduction

Biting insects impose a number of costs on ungulagts, including blood loss, decreased
feeding and resting time caused by disturbanceda®hse transmission (Mooring et al., 2007).
Tabanids are free-living adult haematophagous thiesare major livestock pests due to their
painful and persistent biting behaviour (Foil andigdette, 1994; Mullen and Durden, 2002). One
study in southern Louisiana (USA) recorded landatgs on horses of up to 1,000 tabanids per
hour (Foil and Foil, 1988). Moreover, tabanids mechanical vectors of agents of animal
disease, such as bovine besnoitiosis and equieetiofis anaemia (Bigalke, 1968; Foil and Issel,
1991; Foil et al., 1983), which are considered gjingrdiseases in Europe (Alvarez-Garcia et al.,
2013; Hans et al., 2012).
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Cattle are highly exposed to tabanids in summetupas where larval habitats are independent of
domestic livestock because wild animal blood scaiare also available to maintain annual
tabanid populations (Foil and Hogsette, 1994). Bebesnoitiosis is enzootic to the Pyrenees
Mountains, and cattle pasturing in valleys therg e been the origin of the spread of the
disease to neighbouring regions (Jacquiet et @.0R However, the biting behaviour of tabanids
on cattle is poorly known in such mountainous ar@asetter understanding of the alighting and
feeding behaviour of tabanids on vertebrate hastfddead to better intervention strategies and
improved disease management (Muzari et al., 20Ad@)example, documenting alighting sites
allows a more economical use of residual insea&ioh hosts (Mohamed-Ahmed and Mihok,
2009). Although many observations have been coedumt various tabanid hosts, especially
ungulates, in different parts of the world, mosténbeen in plains (Barros and Foil, 2007,
Hollander and Wright, 1980; Lewis and Leprince, 1,98 ohamed-Ahmed and Mihok, 2009;
Mullens and Gerhardt, 1979; Muzari et al., 201Clp& and Holloway, 1990; Raymond and
Rousseau, 1987). Previous studies have not beea omathbanid species in high-altitude
summer pastures.

To reduce the pain, blood loss and other negatiygacts of insect bites, ungulates use a varied
arsenal of behaviours to repel or dislodge bitimsgcts (Mooring et al., 2007). Defensive
reactions against biting flies include insect-répglbehaviour (e.g. tail flicking, leg stamping),
evasive behaviour (e.g. moving to an area suchfagst or windy hilltop with less parasite
activity), and herding behaviour (gathering intogps to lessen parasite intensity per animal)
(Hart, 1992; Mullens et al., 2006). Defensive reaxg are effective in removing flies and
reducing the impact of insect bites (Mooring et 2007); indeed, the rate of insect-repelling
behaviour is negatively correlated with the feedingcess of biting flies (Baylis, 1996; Torr and
Mangwiro, 2000). Defensive behaviour to avoid tasmas been observed in horses, moving
together to an area usually exposed to the pragamnd (Hughes et al., 1981), as well as in
individual cattle responses, including head thr@yieg stamping and tail flicking (Ralley et al.,
1993; Raymond and Rousseau, 1987). These defamsiggons may play a major role in
protecting cattle from tabanid bites, particulanysummer pastures, and the frequency of such
reactions could perhaps be used as an index afithhhundance for herders.

As with other biting insects, the annoyance le¥ghbanids to livestock is closely related to the
flies’ abundance in the field; large numbers oébitan directly reduce weight gain, milk yield
and feeding efficiency in cattle, and can hide pté injury caused by the bites (Mullen and
Durden, 2002; Perich et al., 1986). Moreover, ttterisity of contact between hosts and vectors
Is key to the mechanical transmission of pathogasnighlighted by a mathematical model
developed by Desquesnes et al. (2009). In a prestudy of Pyrenean summer pastures, tabanid
abundance appeared to be influenced by altitudeasa$cape structure (Baldacchino et al.,
2013c). Maximum abundance was observed betweesnthef June and the beginning of

August, and the main species showed a peak ofitgciivmidday. Several other studies have

also shown the abundance and daily activity ofriadsato be related to landscape parameters
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(altitude, vegetation and presence of water bodies)imatic conditions (temperature, humidity
and wind) (Chvéla et al., 1972; Hackenberger eR8I09; Sheppard and Wilson, 1977; Van
Hennekeler et al., 2011). However, these findingsevall based on field experiments using
trapping. Although in most population surveys eéit traps are assumed to adequately reflect
the actual abundance of flies, this approach gégeeguires comparisons with other sampling
methods, such as direct counts of tabanids ored&iilles et al., 2007; Thomas et al., 1989).
Therefore, our study aimed to estimate the annaydwel of tabanids on cattle through
entomological observations, and to test the inft@enf environmental variables on tabanids’
biting behaviour.

To identify tabanid annoyance of cattle in sumnestpres, a herd of cattle was followed for six
days in the French eastern Pyrenees. Entomolagichbehavioural observations were
conducted in parallel with collection by trappi@ur objectives were (i) to observe the selection
of feeding sites by tabanids depending on tribetqistudy the cattle host's defensive reactions,
(ii) to determine if tabanids collected in trapgmrespond to direct counts of landings on cows
during the day, and (iv) to assess the influenaaetkorological conditions, altitude and
landscape structure on tabanids alighting on cattle

Materials and methods

Study site and cattle

The summer pasture where the study took place#dd in a valley of the Mantet Nature
Reserve (French eastern Pyrenees) on the nortkieest of the Costabona massif (2°18' E
42°28' N), at an altitude ranging from 1450 to 2#0@.s.l. The climate is influenced both by
moderate Atlantic conditions and orogenic contiakobnditions. It has a mean annual
temperature of 9.5 °C and an annual rainfall of 8B (mean for Mantet village, 1545 m a.s.l.)
(Mantet Nature Reserve data, unpublished). Theoggadf the area includes primarily
metamorphic rocks from the Mantet-Fillos rift. Tl@dscape is a complex mosaic of woodlands
(primarily Pinus uncinataandBetulaspp.), moorland (primarilZytisus oromediterraneys
rocks, pastures and grasslands. Wetlands and edpadtitats are poorly represented.

A total of 180 cows were present in the valley dgrihe study period (in the summer of 2012).
The study was conducted on a mixed-age and mixeedbiLimousine and Aubrac) herd of 68
individuals. This herd was followed for six day§ (18, 19, 20, 25 and 26 July) between 10:00
and 16:00. Its position was georeferenced every hsing a GPS TwoNav Sportiva (CompGPS
Team SL, Barcelona, Spain). In addition, the terajpee, relative humidity (RH) and wind speed
were measured using a Kestrel 4500 pocket weathekdr (KestrelMeters.com, Birmingham,
MI, USA). This meteorological data was recordedrg\d® minutes (Table 1).

Mapping
For the three periods of each study day (morningnrand afternoon), a circle with a 200-m
radius was overlaid on the herd position. Withinkeeircle, polygon-shaped patches of
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homogeneous habitat were delineated accordingetgdbetation cover using aerial
orthophotography dating from 2009 and classifi¢d two land-cover classes, forested and
unforested, using ArcMap 9.3 (ESRI Inc., CaliforniiksA) as in Baldacchino et al. (2013c).
Forested patches (F) corresponded to conifer frastl unforested (UF) patches corresponded
to open areas such as grasslands, pastures, rhosh&s, rocky areas, water or mixed vegetation.
Landscape metrics were calculated in each cirgleggube patch analyst extension for ArcGis

9.x. Forested and unforested patches were chawmsttdyy mean patch size (MPS, ha) and mean
perimeter—area ratio (MPAR, m/ha) as an indicatdhe patch-shape complexity (Table 1).

Tabanid landings and host defensive behaviour

The study was conducted during over six days, andts were carried out three times a day:
morning (10:00-11:00), noon (12:30-13:30) and afien (15:00-16:00). For each time period,
ten adult cows were chosen randomly in the herdaahid landings and host defensive
reactions were counted on one side of the cow dunre minute.

Tabanid landings were estimated by counting edudnid that landed on the visible side of the
cow’s body. To report the alighting sites on thevcids body was divided into seven parts (head
and neck, back, flank, belly, udder, forelegs aimdl legs). Observations were made from a
distance of about 3—5 m, using binoculars as neddedese circumstances, female tabanids
could not be easily identified to genus, and eess ko species, level. As a consequence, they
were allocated to tribe (Tabanini, Diachlorini ca¢inatopini) to avoid identification mistakes.
One observer did all the counting over the six days

In parallel, cow behaviour was recorded using a BER21E Digital Video Camera Recorder
(Sony, Tokyo, Japan). Three insect-repelling behagi were selected as in Mullens et al.
(2006): tall flicking, leg stamping and head throwi

Trapping

On the study days, two Nzi traps (Mihok, 2002) wesenear the cattle between 10:00 and 16:00.
The traps were made from blue and black compor{8uigerMaine 300 g cotton/polyester 65/35,
TDV industries, France) and polyester mosquitoimgttAged cow urine (50 ml) was used as an
attractant and placed under each trap in plastis with a 2.5-cm aperture. The traps were
collected every hour and moved as necessary aogpialithe movements of the cattle. The
tabanids were identified using Chvala’s key (1972).

Statistical analysis

For each tribe, the correlation between the daitglees of tabanids per trap and the daily mean
landings per cow and per minute was tested use@pearman’s rank-order correlation
coefficient.
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The Kruskal-Wallis test and Bonferroni-correctedriidVhitney pairwise comparisons were
used to test the effect of the period (morning,mand afternoon) on tabanid landings as well as
to compare landings on the different parts of a’sdady.

To describe the relationships between the hostandeve reactions (head throwing, leg stamping
and tail flicking) and tabanid landings, linearmeggsions were conducted.

The effects of meteorological parameters (wind perature and humidity), altitude and
landscape parameters (MPSF, MPSUF, MPARF and MPARE&Eacronym definitions in Table
1) on tabanid landings were assessed using geretdinear mixed models (GLMM). GLMM
were developed for tabanid landings according éghlest-practice’ data analysis of Bolker et al.
(2009). Because the response variable (landingsgeeper minute) was count data, we used a
Poisson model (log link). The mean number of lagdiper cow within a day or a period of the
day was sometimes <5, so we fitted the GLMM usiaglace approximation. The position of the
cattle at each observation period was considerad@om effect. A day of observations
represented pseudoreplication for each cow andsetass a continuous random effect in the
model (Crawley, 2007; Zuur et al., 2009).

Meteorological data, altitude, landscape variables period of the day were fixed effects. All
environmental variables were standardized beforgafting, and correlations between the
variables were tested using Pearson’s correlagisi(Fig. 1). Altitude was highly correlated with
MPSUF and MPARUF; MPSUF was highly correlated iitRSF and MPARUF (Pearson’s
coefficientr > 0.7).The function Imer in the package Ime4 from R wasdu® compute the
GLMM (Bates et al., 2012pifferent models were built with the variable respe defined as
landings of all tabanids, landings of Tabaninidiags of Diachlorini or landings of
Haematopini: (i) models with the interaction of e@blogical data and the period of the day, (ii)
models with altitude in addition to the fitted mésleith the meteorological data, (iii) and
models with landscape parameters (except MPSU&{diition to the fitted models with the
meteorological data. The overdispersion of the risodas estimated using the function
overdisp_fun in R. The models were compared usiagtkaike Information Criterion (AICAII
statistical analyses were performed using R (TeA13).

Results

Tabanid trapping and landings

The field experiments (trapping and observatiorsjexcarried out during sunny days. A total of
3,921 tabanids (all females) belonging to 15 sygeitié generalfabanus, Hybomitra, Atylotus,
Philipomyia DasyrhamphisandHaematopotawere collected over the study period (Table 2).
Tabanini was the most abundant tribe caught (65&%)the richest in species (11). The four
main species wer€. bromiusandHybomitrasp. H. montanaH. auripila andH. caucasic
representing 84% of the Tabanini caught. Diachiogpresented 28.2% of the catches, whereas
Haematopini represented only 6.5% of the catchesHbrini and Haematopini were both
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dominated by one specid3ilipomyia apricaandHaematopota pluvialisrespectively.
Therefore, for these two tribes, tribe results lbannterpreted as species results.

The mean (= SE) landing count was 4.3 % 0.3 perpamminute, 49.2% of which were
Tabanini, 28.1% Diachlorini and 22.7% Haematogtor Diachlorini P. apricg, the catches per
trap were highly correlated with the landings=0.88,P<0.05), unlike Tabaninir§=0.20,

P=0.44) and Haematopinig=0.30,P=0.54). Landing counts and trap catches for eaghada
illustrated for each tribe in Fig. 2. There weresmgnificant differences in landings according to
the period of the day except for Haematopkht € 17.95,p < 0.001).

Alighting sites and host defensive reactions

Observations showed that Tabanini and Diachloanded preferentially on the forelegs (55.8%
and 53.9%, respectively), the hind legs (19.2%&68&0, respectively) and the udder (16.8% and
31.7%, respectively) (Fig. 3). In contrast, Haematbwere observed frequently on the hind legs
(48.4%) and the flank (24.7%)laematopotaspp. were the only species that fed on the head
(including the neck), anflabanus sudeticufije largest species observed (distinctly identified
because of its size), was the only species thdeldon the back. Overall, observations indicated
that a cow is most frequently bitten by tabanidshenlegs (67%) and the udder (20%).

In parallel with tabanid landings, host defensigaations were counted on one side of a cow
during one minute (Fig. 4). Linear regressions wenmneducted to describe the relationships
between defensive reactions and tabanid landirtyst*values were highly significanP(<
0.001) for leg stamping{= 0.181) and tail flickingr€ = 0.115), but not significant for head
throwing ¢? = 0.009,P,=0.113).

Modelling tabanid landings in relation to environnmtevariables

First, we modelled the landing of all tabanids fwiit distinguishing between the tribes)
depending on meteorological data, including alétod landscape parameters as variables or not.
The model that included the interaction of metemgmal data and the period of the day showed
that increased tabanid landings were significaasisociated with higher temperatures at noon
and in the afternoon, lower wind speed at noonlawer humidity during the day (Table 3a).

The model that included altitude showed that higtitude caused a significant decrease in
tabanid landings, as did higher temperatures imtbming (Table 3b). These two models were
slightly overdispersed with a ratio equal to 1.8d 4.25, respectively, and their AIC values were
extremely close (415.5 and 413.8, respectively® model that included landscape parameters
showed no significant effect of size or shape cexip} of forested and/or unforested patches on
tabanid landings.

Next we modelled the landings of each tribe; weeolesd different results according to the tribe.
For Tabanini, landings were negatively associatikd wind speed at noon, relative humidity,
morning temperature and two periods of the daynraoad afternoon (Table 3c). For Diachlorini,
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landings were negatively associated with humidityaon and wind speed in the morning and at
noon (Table 3d). For Haematopini, landings wereatiegly associated with wind speed, and
positively correlated with temperature and the geéof the day at noon (Table 3e). Models that
differentiated landings by tribe did not show asgaciation with altitude or landscape
parameters.

Discussion

Tabanid trapping and landings

In a 2011 study, a total of 1,289 tabanids, beloggo 13 species, were collected at the same
study site, using nine Nzi traps and nine Vavoapdrset along an elevation gradient during eight
48-hour sessions (Baldacchino et al., 2013c). é201.2 study discussed in this paper, we
collected three times as many tabanids, belongiridg tspecies, with only two Nzi traps set close
to a herd of cattle during six days. In the vastimainous summer pastures, a herd of cattle
appeared to be very attractive for horse fliescWwhise visual and olfactory cues to locate a host
(Gibson and Torr, 1999; Horvath et al., 2010). &xperiment’s trapping design showed that
visually attractive, baited traps can be very affecat catching tabanids in the vicinity of a herd
Setting more than two traps might even help toeks® tabanid populations. In Louisiana, horse
fly populations on cattle were reduced by settitngky traps baited with dry ice around a pasture
where the animals were confined (Wilson, 1968). nesuch practical experiment has been
conducted since the 1970s despite the fact thattiteactiveness for tabanids has been improved
by coloured fabrics and odorant baits (Mihok, 20@#Hhok and Mulye, 2010).

The proportions of the main collected species ib2@nd 2011) were: 43% (51% in 20P1)
aprica; 39% (16% in 2011J. bromius 24% (16% in 2011Hybomitrasp. {H. montanaH.
auripila andH. caucasicg and 9% (0.5% in 201 Haematopota pluviali¢gBaldacchino et al.,
2013c). Assuming that the composition of the tathgmmipulation was similar between 2011 and
2012, it appears thataematopotasp., Tabanussp. andHybomitrasp. were caught more when
traps were set in the vicinity of a herd, whHieapricawas caught more when traps were set in
the valley without considering the position of therd. This suggests that, in summer pastures,
Haematopotap., Tabanussp. andHybomitrasp. feed mostly on cattle, wherdasapricais less
attracted by cattle. These findings are consistéhtidentifications of blood meals using PCR-
assays conducted on specimens collected in Z0dromiuswas found to feed mainly on cattle
andP. apricawas found to feed mainly on red deer (Baldacchimaler review).

Comparisons between trapping and landings showf@ahdiabanini and Diachlorini, catches
adequately correlate to the intensity of landitgg,catches of Haematopini underestimated the
number of landings (22.7% of the total landings6/5% of the total catches). This result is not
surprising, as in 2011, Nzi traps appeared to b= ¢dfective foHaematopotap. (Baldacchino

et al., 2013c). Nonetheless, Nzi traps should stedeas a useful means of reducing tabanid
biting of cattle because the majority of the anmmgais caused by Tabanini and Diachlorini.
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Daily biting activity and the influence of enviroamal variables

Cows were bitten by tabanids from 10:00 to 16:0thwb difference in the period of the day,
apart from Haematopini species, which were sigaifity less active in the morning.
Haematopotaluvialis has been described as a species that is vergdiivm midday to
afternoon, but also in the evening; its main pefadaily activity was recorded as between 12:00
and 15:00 in a study in southern Bulgaria (Chvéka.e 1972). In a study in the Pyrenees, a 1-
day collection (carried out between 7:00 and 19r@0¢aled that 50% of the total specimens of
H. pluvialis (N=15) were caught between 13:00 and 17:00 (Baldaochinpublished data). Yet
although tabanids were observed to be most abuthatnten 11:00 and 13:00 in the Pyrenees,
landing counts show that Tabanini and Diachlonpea@es were equally annoying for cattle
between 10:00 and 16:00. In fact, in 2011, someigpesuch aB. apricaandH. auripila, were
also collected in relatively high proportions (0\28% of the daily catches) between 9:00 and
11:00, and between 13:00 and 15:00 (Baldacchiah,e2013c).

Meteorological parameters appeared to have a grfbance on tabanid biting behaviour,
especially in conjunction with the period of theydbn our models, wind speed and the
temperature at noon were closely associated wamtimber of landings (Tables 3a and 3b). This
Is consistent with other studies that show the @eikity of tabanids at midday in the Pyrenees
(Baldacchino et al., 2013c). Tabanids are haematggls Diptera that are mostly diurnal, and
their daily activity patterns have been observeldegoelated to climatic conditions such as wind
velocity, temperature, relative humidity (RH), ewagtion, atmospheric pressure and sky
radiation or cloud cover (Alverson and Noblet, 19Bidrnett and Hays, 1974; Dale and Axtell,
1975; Van Hennekeler et al., 2011). In a studyomtiseastern France, daily catcheJabanus
bromiusandAtylotus quadrifariusappeared to be positively correlated with tempeeaaind/or
negatively correlated with wind speed (Baldacclehal., 2013a; Baldacchino et al., 2013b), as
in our observations in the Pyrenees. More generaiyperature and wind speed have been
shown through GLMM analysis to drive variation iretdaytime aerial density and displacement
speed of insects (Bell et al., 2013). The relatigmsvas positive for temperature and negative for
wind speed. Low temperatures seem to limit theaitaan of flight activity (Amano, 1985), while
high wind velocity inhibits flight activity, partidarly when the wind exceeds the insect’s
maximum air speed. It also affects the airbornaattfry cues available to insects (Gibson and
Torr, 1999).

Surprisingly, tabanid landings were also negatiesgociated with morning temperatures in the
model that included altitude (Table 3b). This kely to be explained by diurnal mountain winds,
also known as thermally driven winds (Zardi and &fman, 2012). In the morning, winds flow
upwards as the atmosphere warms up after sunosheShegative effect of temperature on
tabanid landings in some circumstances may be gady the influence of thermal mountain
winds. Chvala (1979) suggested that these winde welecisive factor alongside temperature
and relative humidity in explaining the daily adtyvof Tabanussp. andP. apricain the
Caucasus.
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Van Hennekeler et al. (2011) also found that déifeispecies of horse fly respond differently to
weather variables throughout the day. In our stugypbserved that tabanids of different tribes
respond differently to weather variables (Tables38cand 3e). Wind speed and relative humidity
appeared to be the decisive factors for mediundsarel large species (Tabanini and
Diachlorini), whereas temperature appeared to éeldftisive factor for smaller species
(Haematopini). The period of the day was also aasst with landing frequency. For
Haematopini, landings increased at noon; this figds consistent with the previously described
daily activity ofHaematopotap. (Fig. 2). For Tabanini, noon and afternoonenexgatively
associated with landings, corresponding to a dsered abanussp. andHybomitrasp.

collections during the day (Fig. 2).

Altitude had an impact on the number of tabanidilags on cattle. Kérner (2007) distinguished
two categories of environmental changes assocwitbdaltitude: altitude-specific conditions
(e.g. atmospheric pressure, temperature, cleatuskidity, etc.) and non-altitude-specific
conditions (e.g. moisture, hours of sunshine, wgslogy, etc.). In 2011, the abundancéd of
bromiusandP. apricawas found to be negatively related to altitude20d2, as in 2011, they
were the two most abundant species. Therefore comsistent to observe a negative effect of
altitude on tabanid landings, and this effect carekplained by the influence of altitude on
weather variables. In mountainous regions, weatagables are also influenced by the
orientation of the slope. In a study in Croatia tletermining variables for tabanid distribution
on the southern slope (a Mediterranean climatieyarere temperature and wind, and on the
northern slope (a continental climatic zone), hutyi(Hackenberger et al., 2009).

In terms of landscape structure, tabanid landingewot influenced by this variable in this
study, although in previous studies tabanids haanlobserved to be very active at the edges of
woods (Sheppard and Wilson, 1977), and, at the séundy site, species richness and insect
abundance have been found to be negatively caetelaith large open habitats and positively
correlated with patch-shape complexity (Baldacclahal., 2013c). It appears that the cattle herd
is very attractive whatever its position in thetpas. Moreover, the great dispersal capacity of
tabanids allows them to fly over 1 km a day to fendost, so whatever their preferred landscape,
they can alight on hosts wherever they are withat tange (Cooksey and Wright, 1987;
Konstantinov, 1993; Sheppard and Wilson, 1976).

Feeding site selection and host defensive reactions

The selection of particular body regions of a Hmystabanids has been observed to be species-
specific; several explanations for this are possif) Visual cues play an important role in host
location for female tabanids, which are diurnaldoldeeders. One study has shown that the
degree of light polarization on a host elicitedgrotaxis in female tabanids and that the
horizontally polarizing parts of a host’s body (keglsack and hindquarters) may be the most
attractive from a distance (Blaho et al., 2012;\ttin et al., 2010). However, the alighting sites
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of tabanids on models of horses were distributademly across the whole body surface, and
other visual cues (e.g. brightness and colourftéated light, shape of the host’s body) might
also be used to select a feeding site. (i) Conogrohemical cues, differences in carbon dioxide
concentration between the anterior and posterianainimal have been suggested to explain the
preference of tabanids for the anterior region (hd and Gerhardt, 1979). Octenol, a
component of ruminant breath, could also be invihhas it has been proven to be a good
attractant (Baldacchino et al., 2013b). Howevdhalgh the long-range olfactory response of
tabanids to host odours has been well documentie¢dting a host, its implication in choosing a
final alighting site remains poorly known (Gibsamdalorr, 1999). (iii) Host defensive reactions,
particularly tail flicking, could also explain whgbanids are less present on the posterior region
(Hribar et al., 1992). A swishing tail is effectiaérepelling flies over a broad area of the body
surface. Larger bovids were found to have longés, tarobably because they tend to attract more
biting flies (Mooring et al., 2007). (iv) The mehair length on different parts of a host’s body is
also likely to be a factor in tabanid selectioradénding site, as it is positively correlated with
the length of a tabanid’s mouthparts (Mullens amdh@rdt, 1979). (v) Finally, inter-specific
competition could have led to partitioning of flies the host, but this hypothesis is quite
controversial because resources such as bloodoaice slo not seem to be limiting factors
(Mohamed-Ahmed and Mihok, 2009).

In Pyrenean summer pastures, cows’ legs and udgeesared to be tabanids’ preferred feeding
sites. Similar observations have been made on ateguin other parts of the world. In Guyana,
Tabanusspp. landed most often on the legs of a cow (>9®Raymond and Rousseau, 1987). In
Queensland (AustraliaJ,abanusspp. most often preferred landing on the legstodrae (70—
100%) (Muzari et al., 2010). In Louisiana (USAhaaids fed preferentially on the anterior of a
cow, and the number of tabanids on the front legs areflection of the overall annoyance for
the cow (Hribar et al., 1992). In comparison, thedr legs of a human were the preferred
feeding sites folabanusspp. andPhilipomyiagraecg whereasHaematopota pluvialipreferred
the head and neck (Kmar and Mari, 2006). In our studyslaematopotap.were the only
species that fed on the head and neck of cowsewhbanus sudeticusas the only species that
fed on a cow’s back. Studies of horse flies inW8A show that the smalleSabanusspp. most
often land on the legs, flanks or lower body, wherkargerabanusspp. land almost exclusively
on the back (Mohamed-Ahmed and Mihok, 2009). Aautadis appear to favour certain alighting
sites, chemical treatments topically applied toahenal must be effective on these body regions.
This behaviour should be assessed by pharmacecaticglanies and taken into account when
developing products used as sprays.

Of the three host defensive movements observedtdagping is the most common response to
tabanid landings. Several authors have made siofiservations concerning defensive reactions
of cattle against horse flies. In Sudan, a sigaiftccorrelation was found between a cow’s leg
stamping and alighting frequency of tabanids (MoadsAhmed and Mihok, 2009). In Canada,
horse flies increased individual avoidance respgo$eattle, and the amount of tail switching
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and leg stamping was significantly higher in a colfterd compared to a herd treated with
insecticide (cypermethrin) (Ralley et al., 1998)Quyana, tail flicking seemed to be
proportionate to the number of horse flies on a @aymond and Rousseau, 1987). However,
although tail flicking and leg stamping are well@bated with tabanid landings, the relationship
is not as close as might be expected. Indeed dedshsive reactions also depend on other flies,
the excitability of the host, and its habituatiorpgin (Mullens et al., 2006; Raymond and
Rousseau, 1987; Warnes and Finlayson, 1987). bBXdysand habituation effects have been
demonstrated in studies of behavioural responseattié to stable flies. Individuals that respond
vigorously suffer less from insect bites than maleid individuals (Warnes and Finlayson,
1987). In contrast, habituation to the pain assediavith fly biting results in decreased defensive
reactions over time (Mullens et al., 2006). Nonktb®, practically speaking, monitoring
defensive reactions may be easier than monitoahbgrtid landings, so in this way counting leg
stamps could prove a useful tool for assessingntkeasity of tabanid biting of cattle. This
method could help in evaluating the annoyance taege as well as testing the effectiveness of
treatments.

Conclusion

The results of our study indicate that in hightatte summer pastures, landscape structure is not
associated with the biting activity of tabanidshautigh their distribution has been observed to be
influenced by landscape variables in relation &eling sites, host-seeking areas and resting
sites (Baldacchino et al., 2013c). This is likedybe explained by the high attractiveness of the
herd and the great dispersal capacity of tabafidghe other hand, their biting activity was
strongly associated with weather variables, antuidé was also a factor in terms of how it
affects the climate. It seems that it is difficiat animals to avoid the biting of tabanids during
summer days, although host defensive reactionguate effective at dislodging females and
limiting their blood-feeding success. Our resultggest that an integrated pest management
strategy should implement protective measuresvestock during the peak of horse fly
abundance, in July and August, when the days axehag and dry and there is little wind. Nzi
traps set close to livestock were very effectiveatching tabanids. Further investigation of the
practical use of visually attractive traps suclh@&se is possible for reducing tabanid bites on
cattle in pastures.
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Table 1Ranges of environmental variables with their mealnes over the period of the study (six days)

Variable Category Mean Min Max Unit
Temperature Weather 20.0 15.8 23.6 °C
Humidity Weather 37.9 22.1 51.9 %
Wind speed Weather 0.933 0.300 2.200 m/s
Altitude Altitude 2016 1851 2263 m a.s.l.
MPSF* Landscape 3.60 0 6.76 ha
MPSUF* Landscape 6.00 1.74 12.56 ha
MPARF* Landscape 364.2 0 1938.3 m/ha
MPARUF* Landscape 300.2 100.0 687.8 m/ha

*Mean patch size for forested patches (MPSF), npedch size for unforested patches (MPSUF), mean
perimeter-area ratio for forested patches (MPARR{), mean perimeter-area ratio for unforested patche
(MPARUF).

Table 2.Collected Tabanidae species per tribe and the nuaibedividuals per species

Tabanini 2563
Tabanus bromiuginnaeus 1758 999
Hybomitra montangMeigen 1820) 544
Hybomitra auripila(Meigen 1820) 319
Hybomitra caucasicgEnderlein 1925) 293
Tabanus glaucopideigen 1820 187
Hybomitra distinguendéVerrall 1909) 95
Tabanus sudeticugeller 1842 38
Tabanus tergestinusgger 1859 26
Tabanus maculicornigetterstedt 1842 25
Tabanus rupiungBrauer 1880) 23
Atylotus fulvugMeigen 1804) 14
Diachlorini 1105
Philipomyia aprica(Meigen 1820) 1104
Dasyrhamphis ateRossi 1790) 1
Haematopini 253
Haematopota pluvialigLinnaeus 1758) 241

Haematopota scutellat@Olsufjev, Moucha & Chvala 1964) 12
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Table 3a GLMM results for tabanid landings depending onepetlogical
variables (only significant effects are indicated)

Estimate(SE) z-value p-value
(Intercept) 0.755 (0.103) 7.349 <0.001
Wind:noon -1.014 (0.219) -4.622 <0.001
Temperature:noon 0.717 (0.143) 5.013 <0.01
Temperature:afternoon 0.521 (0.178) 2.921 < 0.001
Humidity -0.340 (0.082) -4.150 <0.001

Table 3b. GLMM results for tabanid landing depending on roedéogical
variables and altitude (only significant effecte ardicated)

Estimate(SE) z-value p-value
(Intercept) 0.844 (0.103) 8.152 <0.001
Wind:noon - 0.825 (0.225) -3.662 <0.001
Temperature:noon 0.474 (0.173) 2.732 <0.01
Humidity -0.340 (0.082) -1.499 <0.001
Altitude -0.279 (0.135) -2.069 <0.05
Temperature:morning -0.261 (0.123) -2.113 <0.05

Table 3¢. GLMM results for Tabanini landings depending orteneological
variables (only significant effects are indicated)

Estimate(SE) z-value p-value
(Intercept) -0.456 (0.265) 1.721 0.085
Wind:noon -1.244 (0.407) -3.052 <0.01
Noon -0.876 (0.349) -2.510 <0.05
Morning -0.835 (0.352) -2.371 <0.05
Humidity -0.733 (0.116) -6.288 <0.001
Temperature:morning -0.385 (0.150) -2.566 <0.01

Table 3c. GLMM results for Diachlorini landings depending on
meteorological variables (only significant effeate indicated)

Estimate(SE) z-value p-value
(Intercept) -0.925 (0.212) -4.344 < 0.001
Wind:noon -1.284 (0.400) -3.209 <0.01
Wind:morning -0.798 (0.334) -2.387 <0.05
Humidity:noon -0.746 (0.207) -3.606 <0.001




Biting behaviour of Tabanidae on cattle in mountain 0ous summer pastures

Table 3e. GLMM results for Haematopini landings depending on
meteorological variables (only significant effeate indicated)

Estimate(SE) z-value p-value
(Intercept) -1.548 (0.330) -4.687 <0.001
Temperature 1.525 (0.238) 6.402 <0.001
Noon 0.921 (0.356) 2.591 <0.01
Wind -0.564 (0.219) -2.576 <0.01

Fig. 1. Plot of the correlations between the environmevaakbles tested using Pearson’s
correlation test
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Fig. 2. Tabanid landings per cow per minute (mean + SH)tabanid catches per trap (mean)
recorded per period of the day for each tribe (habaDiachlorini and Haematopini).
Differences between landings and period were tasted) the Kruskal-Wallis test and
Bonferroni-corrected Mann-Whitney pairwise compamnis (N=60). Significant difference$?(
0.01) are represented by different letters (a, b).
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Fig. 3. Tabanid landings per cow per minute accordingherne flies alighted on the body of the
cow and the tribe (cows without any landings wexdweled from the count fax). Differences
between landings and body parts were tested usenguskal-Wallis test and Bonferroni-
corrected Mann-Whitney pairwise comparisons. Sigaift differencesRK < 0.05) are
represented by different letters (a, b, c, d,.e, f)
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Fig. 4. Plots of the number of host defensive reactioeadithrowing, leg stamping and tail
flicking) vs. the number of tabanid landings ane linear regression with a 95% confidence
interval for each plot. The values were highly significanP(< 0.001) for leg stamping{=
0.181) and tail flickingr¢ = 0.115), but not significant for head throwimg £ 0.009,P=0.113).



2.3. Comportement trophique des Tabanidae

2.3.1. Des femelles plutbt opportunistes

Les insectes hématophages se nourrissent sur nd goembre d’espéces hoétes difféerentes mais
le degré de spécificité envers ces hotes est &néable d'un insecte a l'autre (Lehane 2005). Les
insectes spécialistes sont entierement dépendamts deule espéce hote, alors que les insectes
généralistes sont plus disposés a piquer un largetal d’hotes. Il existerait d’ailleurs un lien
entre les capacités de déplacement des insedees@mnbre d’hbtes quils utilisent. Les insectes
généralistes vont généralement se nourrir seldimsfzonibilité en hotes, on parle aussi d’insectes

opportunistes.

L'identification des repas de sang chez les arttiep hématophages a révolutionné notre
compréhension des interactions hoétes-ectoparasiteie I'écologie des maladies infectieuses
transmises par les vecteurs (Kent 2009). Elle mup®rte un regard neuf concernant I'évolution
de la spécificité d’héte, l'influence du choix deétes et du comportement de piqdre sur la
transmission des agents pathogénes, et I'impactirdestations d’ectoparasites sur les hotes
domestiques et sauvages. Chez les taons, il esbptial de connaitre I'intensité des piqdres et
les hotes préférentiels afin d’évaluer le niveau rdgésance et le role potentiel dans la

transmission mécanique de certains agents pathe@®lagnarelli & Anderson 1980).

Les femelles taons, plus spécifiquement les Tala&nise nourrissent préférentiellement sur des
grands mammiferes comme les vaches, les chevalesaterfs en région tempérée. Toutefois,
leur spectre d’hétes peut étre beaucoup plus vaiidomme est un héte privilégié pour les
especes plus petiteblaematopotasp. etChrysopssp. Les autres hotes qui ont été identifiés
incluent des hippopotames, des buffles, des madesgpales cochons, des chiens, des lapins, des
rongeurs sauvages, des varans, des tortues (WSlsRithards 1969; Magnarelli & Anderson
1980; Goutewset al.1989; Muzariet al.2010a). De€hrysopssp. ont également été observés sur

différentes espéces d'oiseaux : corbeaux, canargides... (Mullen & Durden 2002).



En milieu tempéré, seules deux études ont étéséealipour identifier les repas de sang a partir
de méthodes immunologiques (réaction de précipiatiQue ce soit en zone mixte prairie —
forét (Connecticut, USA) ou dans les estuairete®tzones alluviales (Louisiane, USA), ces
études ont montré que les femelles se gorgeaientipalement sur des bovins (57-74%) et des
équins (14-23%). Le taux de repas mixtes bovin+egtait compris entre 4% et 7%. Les cerfs (4-
9%) étaient moins piqués mais ils étaient malgré tmnsidérés comme des sources de sang
importantes, notamment dans les zones ou le bétail absent (Wilson & Richards 1969;
Magnarelli & Anderson 1980). L'identification, poune méme espéce, d’hbtes différents et de
repas mixtes (deux hétes ou plus) suggére un cdempent plutdt opportuniste des femelles
taons.

En Australie, Muzaret al. (2010a) ont également observé la présence de nepéss (deux ou
trois hotes détectés) chez trois especes de tamis,avec des taux bien supérieurs (>20%). La
méthode utilisée (Enzyme-Linked Immunosorbent AsgaySA) a permis d’'identifier des repas
de sang jusqu'a six jours apreés ingestion. Lesdudsisanguins provenant des cycles

gonotrophiques précédents pouvaient ainsi étretdste

2.3.2. Comportement trophique des taons dans les Py  rénées

Article 3 : Blood-feeding patterns of horse fliestihe French Pyrenees: implications for th
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epidemiology of re-emerging bovine besnoitiosisvastern Europe
F. Baldacchino, L. Gardes, E. De Stordeur, P. JalyeR & C. Garros.
Veterinary Parasitologyin press.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.10.009

Résumeé

Pour mieux comprendre la diffusion de la besnaitibevine en Europe, il est nécessaire de bien
connaitre le comportement de piqQre de ses vectesrsaons. Dans les Pyrénées, la maladie est
enzootique et les estives sont des milieux propickstransmission dBesnoitia besnoitentre
animaux d’'un méme troupeau et entre animaux ded&aux différents. Par ailleurs, le réle de la
faune sauvage dans la persistance de la maladéinesrtain ; en Espagne, 61 échantillons de
sérums de cerfs ont été détectés positBesnoitiasp. (Gutiérrez-Expositoat al.2013).



Pour cette étude, nous avons analysé les repaamdede femelles taons capturées dans les
Pyrénées. Une partie des femelles testées a d¢€téel dans les paturages d'altitude prospectés
en 2011 (La Mouline et Mantet) (Article 1). Une r@upartie des femelles a été collectée dans le
parc animalier des Angles qui présente au puldicsémble des espéces d’'ongulés sauvages des
Pyrénées. Six pieges Nzi, avec de I'octenol contdsms des sachets en polyéthyléne, ont été
installés au sein du parc en juillet 2012. CesgBeannt été relevés tous les 2-3 jours. Toutes les
femelles collectées ont été conserveées dans datiét 95°. Ces femelles ont été identifiees a
I'aide des clés de Chvala (1972), puis disséquéas gvaluer la présence de sang dans l'intestin
(Figure 12). Seules les femelles avec des traeesadg visibles ont été analysées par biologie

moléculaire.

Pour pouvoir interpréter les résultats sur I'idgcdition des repas de sang, il faut comparer les
profils trophiques de chaque espece avec les ié$fedes animaux disponibles dans leur
environnement. Pour les estives, des estimatiapsatitatives » des densités d’animaux sauvages
ont été obtenues aupres des Réserves Naturelleta@z= (observations d’animaux) et de la
fédération départementale des chasseurs des Pg+@niéatales (prelevements de chasse). Pour
le parc animalier, les « forage ratio » (taux dglpe sur une espece hote) ont été calculés en
divisant le pourcentage des espéeces hotes idestifians les repas de sang par le pourcentage de
ces mémes especes dans le cheptel global du péessdt al. 1968) ; et les distances de vol
minimales des femelles gorgées ont été obtenugsedda localisation des piéges et des hbtes
identifiés.

Figure 12. Femellesl. bromiusdisséquées 24h, 48h, 72h et 144h apres gorgemenhplet
Une femelle non gorgée (« unfed ») a égalemerdiés&quée pour comparaison.



Les analyses PCR ont été mises au point en coliboravec 'lUMR CMAEE, CIRAD. Nous
avons utilisé une technique PCR spécifique d’espaeec amplification de fragments d’ADN du
cytochromeb dans des conditions similaires a Gambsal. (2011). Les hétes recherchés étaient :
vache, cheval, sanglier, mouton/mouflon, chevref, ohevreuil et isard (aussi appelé chamois
pyrénéen). Les identifications du cheval et du Bangtaient basées sur des PCR simplex alors
gue les identifications des ruminants domestiquesagivages étaient basées sur une PCR

multiplex.

Figure 13. Amplification d’ADN par (A) PCR multiplex

et (B) PCR simplex Les extraits d’ADN sont issus de femelles
T. bromius gorgées sur sang de bovin citraté, 24h, 48h,et2h
144h aprés digestion. Une femelle non gorgée (edunf a été
analysée comme témoin négatif.

Nous avons également testé une PCR simplex spéeifigche pour évaluer la sensibilité de la
techniqgue PCR en fonction de la digestion du rejgasang. Pour cela, des femelledoromius
ont été gorgées complétement sur des nourrissemotek® remplis de sang de bovin citraté et

recouverts d’'un Parafiim® percé au milieu. Les féaseont été tuées par le froid pour constituer

&&



4 groupesN=6) selon le temps de digestion : 24, 48, 72 eh1Bés femelles non gorgééé=6)
constituaient le groupe contréle. Avec la PCR sempVache, toutes les femelles ont réagi
positivement jusqu’a 72h apres le repas de sangc AvPCR multiplex ruminants, le succes des
analyses diminue avec le temps de digestion : 628 3/6 & 48h et 0/6 a 72h (Figure 13).
Aucun résultat positif n'a été détecté 144h apigsgtfion contrairement a la technique ELISA
(Muzari et al. 2010a). En conséquence, la forte proportion dasrepixtes observée par Muzari
et al. (2010) s’explique par la détection du dernier seple sang et des résidus du cycle
gonotrophique précédent (entre 3 et 11 jours aupatp Avec la PCR, la détection d’'un repas

mixte correspond a un vrai changement d’hotes aptesuption du gorgement de la femelle.

En 2011, 2019 femelles ont été collectées dangdéges et, en 2012, 1746 femelles ont été
collectées dans le parc animalier. La proportioffedeelles gorgées parmi les femelles collectées
était faible (2,2%), mais similaire aux collectesmées en Australie (3,2% de femelles gorgees)
avec les mémes pieges Nzi (Muzerial. 2010a). La proportion de repas de sang identi#gts
tres satisfaisante avec 44/49 et 37/40 résultatsitifso pour les femelles collectées,

respectivement, dans les estives et dans le parc.

A La Mouline, l'espéce la plus abondante ét&t aprica 70% des repas identifiés
correspondaient a du cerf et 30% a de la vachauEifj4). A Mantet, les principales espéces
étaientP. apricg T. bromiuset H. auripila. Les taons ont piqué des vaches (52%), des cerfs
(20%), des sangliers (16%), des chevaux (8%) etmamton (4%). Un seul repas mixte
(vache/cheval) a été deétecté sur une femellaromiuscollectée a Mantet. Poir. bromiusetH.
auripila, les profils trophiques correspondent a la digpiiité en hoétes en fonction du lieu et du
moment de capture dans la saison. Ces résultafisnsent le caractére opportuniste des femelles
taons. La forte proportion de cerf identifiée clirezapricaest plus surprenante, en particulier a

Mantet ou la densité en cerf élaphe est faible.



Figure 14. Origine des repas de sang de différentespeces de taons collectées dans les patures

Au parc animalierT. bromiusétait 'espéce largement majoritaire dans lesqaggs (90%). Les
femellesT. bromiusse sont gorgées sur cerf (85%), bison (9%) etligar(§%) (Figure 15). Des
analyses de séquencages ont aussi montré que ttegsed’ADN identifiés comme du cerf
n'étaient pas du daim ou du renne. Comme danssteges, aucune femelle ne s’est gorgée sur
des petits ruminants sauvages au sein du parce@arn, les grands ongulés sont sans doute plus
attractifs car ils expriment davantage de stimiguels et olfactifs (Gibson & Torr 1999). D’autre
part, les petits ongulés sont certainement plusiies et plus réactifs aux piqdres de taons, ce
qui diminue le succés de gorgement (Raymond & Rzaus$987).



Figure 15. Origine des repas de sang chez d femellesT. bromiusdans le parc animalier des
Angles. Les effectifs du parson : mouflons (44), daims (36), cerfs (¢ isards (25), bouquetir
pyrénéens (16), loups (11),nnes (10), chevreuils (6), bison (5), marres (5), ours (2

Nos observations dans lesives sont cohérentes avec les précédenudes et confirment gt
les femellegabanides sont s dipterehématophagespportunistes aveune préférence pour |
grands mammifére§Wilson & Richards 1969; Magnarelli & Anders 1980. Etonnamment,
nous avons détecté une pretion importante de ras sur cerf, en partilier pourP. aprica Les
résultats du parc animaliennfirment que le cerf est un héte de cheurtout en I'absence «
bétail. L’augmetation des aux d’occupation ¢ cerf en Frangenotanment dans les foré
d’altitude, depuis unedizaine d'annéesest un facteur tredavorade a I'abondance de

populations de taons dans lestive (ONCFS 2012).
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2.4.

Conclusion chapitre

Ces différents travaux sur I'écologie des taonsndohune image plus précise de I'activité de ces

ectoparasites dans les estives de haute-montagne :

)

ii)

L'exposition, l'altitude et la structure paysagéi@luencent la distribution spatio-
temporelle des femelles adultes qui sont plus adoled dans les zones fragmentées
foréts — milieux ouverts et moins abondantes eitud# (a I'exception des especes de
montagne). La période d’activité s’étend de juietiolt (plus courte dans les estives
exposées au sud) avec une succession d’espécesraude I'été. Les principales especes
ont un seul pic d’activité journalier, entre 11H8h (GMT+1).

Les conditions climatiques et l'altitude influentdiactivité de piqQre des femelles. Des
températures élevées, une vitesse de vent faiblenethumidité relative basse sont
globalement favorables aux attaques de taons.itu@ddt, qui modifie aussi les conditions
climatiques, est associée négativement au nombpgdees. Les pattes des bovins sont
les régions du corps les plus piquées, ce quiiglpourquoi, en réaction, les coups de
pattes sont positivement corrélés aux attaquesatest

Les femelles taons ont un comportement trophiqu&pbpportuniste en estive, le cerf
constituant un héte préférentiel dans ce type dfenmement. En revanche, aucun repas

de sang sur petits ruminants sauvages n’a etétédetec

Les implications de ces études sont nombreuseseptantt I'abondance des populations de

taons,

)

i)

la transmission de la besnoitiose bovingutaeillance et la lutte contre ces insectes :
L’évolution actuelle des paysages en montagne £tldesités de cerfs sont propices a la
prolifération des taons dans les années a venimdpart, la fragmentation des milieux
ouverts, due a I'expansion des foréts, crée desdtslfavorables aux taons. D’autre part,
laugmentation du taux d’occupation du cerf élaplams les foréts daltitude facilite
I'obtention d’'une source de sang pour les femelles.

Toutes les espéces de taons collectées en esgvemusrissent sur bovins et leur
abondance est donc favorable a la diffusion deekntitiose bovine. Le role des cerfs

comme réservoir d@esnoitia besnoitreste mal connu. Toutefois, le comportement



ii)

trophique des taons apparait aussi favorable aatsmission ddesnoitiasp. chez les
cerfs.

L’observation des réactions de défense a montréegueoups de pattes pouvaient étre un
assez bon indicateur de la nuisance due aux tatus de 10 coups de pattes/minau
moins 2 attaques de taons/vache/min). Le comptageréhctions de défense est une
méthode simple et pratique pour évaluer la nuisalese animaux dans le cadre d’'une
surveillance ou d’'un protocole de lutte.

Le contrdle des populations de taons et la prateafies troupeaux peuvent passer par
l'usage de différentes méthodes (cf. chapitre 4rsLd’'une lutte chimique, il faut
s’assurer que le produit utilisé diffuse et demesuffisamment actif dans les régions
basses du corps, les plus piquées (pattes et nemndlin estive, la protection des bovins
peut se faire en privilégiant des zones de patuégjgnées des lisieres et en altitude.
Cependant, un troupeau constitue un groupe d’hégesattractifs pour les taons qui ont
la capacité de vol suffisante pour le localiserlutge contre les femelles adultes doit étre
concentrée en été, les jours ou les conditionsatiques sont les plus favorables

(températures élevées, vitesse du vent et huniaiiites).



Chapitre 3: Tabanidae et odeurs d’hétes

Pour communiquer, les mammiferes utilisent des asignchimiques qui résultent de leur
métabolisme et se retrouvent dans les produitscciéions, les sécrétions glandulaires et les
exsudations (Madubunyet al. 1996). Les dipteres hématophages interceptentre®8cules
volatiles pour localiser leurs hétes. Ces molécg@siochimiques sont donc des kairomones
c’est-a-dire qu’elles sont produites par une espiteeémettrice, qu’elles interagissent avec une
autre espece dite réceptrice et que cette interadiénéficie a I'espece réceptrice et non a
'espéce émettrice (Ruthest al. 2002). Une meilleure compréhension de limplicatides
kairomones dans la localisation des hotes est s@cesen particulier pour améliorer I'efficacité
des appats ajoutés aux pieges dans les progranarss\cillance ou de lutte contre les insectes
(Takken & Knols 2010).

Chez les Tabanidae, I'attractivité de différentdsws d’hbtes a été étudiée sur le terrain grace a
des protocoles de piégeage. L’octénol, certainsngkéet les urines d'ongulés sont des
substances attractives pour les taons, mais leftatsspeuvent étre trés variables d’'une étude a
l'autre. La physiologie sensorielle des taons restehamp inexploré, probablement a cause de
I'absence de colonies de laboratoire. Seuls Stafifoet al. (1990) ont enregistré des réponses
physiologiques cheZ. nigrovittatusapres stimulation des récepteurs gustatifs situgsles
tarses. Nous proposons ainsi d'étudier la senbdifactive de deux espéces de taohs (
bromiusetA. quadrifariug a travers (i) I'enregistrement des réponses piygiques antennaires
consécutives a des stimuli olfactifs via I'électmtennographie (EAG)Hncart 3), et (ii) la
comparaison des collectes réalisées sur le temairutilisant des piéges attractifs visuels

complétés, ou non, par différents attractifs olfagiotentiels.

Le premier article (Article 4), publié dangledical and Veterinary Entomologycompare
I'activité de différentes urines d’ongulés sur le&epteurs olfactifs des antennes des deux
especes de taons ainsi que l'attractivité de degsisur le terrain. Ce travail a permis de valider

la technique d’EAG que nous avons mise au point [@sutaons.



Encart 3 : Electroantennographie (EAG)

Figure A. Montage EAG avec l'aenne disposé
entre I'électrode de référencet ['électrode
d’enregistrement. Le tube en ral permt de
maintenir sur I'antenne un flux dr humidifié el
filtré sur charbon actif. (F. Baldaaino, 2013

Figure B. Zoom sur I'antenne d’ec femelle
T. bromiug(F. Baldacchino, 201:

L’électroantennographie eune approche simple po
étudier les réponses derécepteurs cellulaires d
antennes d’insectes a deswli olfactifs (Jeanbourquin
2005) L’électroantennograme représentun dérivé des
potentiels des récepteuts flusieurs cellules réceptric
olfactives activés par un snulus donné et enregistr
plus ou moins simultanéznt par une électrode
contact de I'épithélium seoriel. Une odeur donni
entraine une dépolarisatiorégative rapide suivie d’ur
repolarisation plus lente a fin du stimulus(Schneider
1969; Roelofs 1984)L’amplitude d'une réponse EA
augmente a dosesroissanes jusqu’a saturion. Les
doses des stimuli testées eAG doivent étre cohérent
avec la physiologie des iectes utilisés(Bruce et al.
2005) .

Cette technique est baséer les travaux de Schneic
(1957) qui enregistra dgsetites fluctuations de voltag
entre la base et la pointe ne antennede bombyx du
mdarier 8. mor) stimulée pa des phéromoneL’EAG a
été utilisée chez les gloses (Hall et al. 1984; Den
Otter et al. 1988)et chez le; stomoxe(Schofieldet al.
1995; Jeanbourquin & Guin 2007 afin d'identifier,
parmi les odeurs d’hétes, s molécules actives sur |
récepteurs cellulaires des ennes

Les enregistrements peuvese faire sur I'antenne seule,
sur I'antenne avec la téte sur I'antenne avec l'insec
entier. Dans nos travawnous avons privilégié |
montage de I'antenne seulrtre les deux électrodes, c
qui permettait d’avoir un rmilleur signal par rapport ¢
montage dé€antenne avec litéte

Figure C. Enregistrement d’'uélectroantennogramr sur antenne dT. bromiu. L'intervalle
minimum entre les stimuli étaiene 60s afin d'éviter ursaturation des récepteu:ellulaire.
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Le deuxieme article (Article 5), publié damdedical and Veterinary Entomologynet en
évidence les réponses physiologiques et comportatesndes taons vis-a-vis de l'octénol, des
phénols et de I'urine de cheval. Il apporte un régeeuf sur les interactions entre kairomones et

les différences interspécifiques chez les Tabanidae

3.1. Systeme olfactif chez les Tabanidae

3.1.1. Organisation du systeme olfactif périphériqu e chez les insectes

Le systeme olfactif périphérique constitue le neg thsectes (de Bruyne & Baker 2008). Pour
gu’'un insecte puisse répondre a son environnemantdps comportements appropriés, son
systeme olfactif doit :
- Fournir une information rapide et fiable a propesstgnaux spécifiques qui induisent des
comportements innés.
- Capter les caractéristiques essentielles d’'un l#&gntail d’odeurs qui peuvent étre

mémorisees et qui peuvent guider des comporteraeaisatifs.

Figure 16. Section longitudinale dune sensille
basiconique deD. melanogasterin Hansson & Stensmyr
2011)



Les neurones olfactifs OJ (Olfactory Receptor Neuronesou OSN (Olfactory Sensor
Neurones)sont les détecters d’odeurs qui vont limiter la capaciolfactive des insecte
L’ étendue et la précision a: lequelles les odeurs peuvent étre identi's déend du nombre de
ces détecteurs et dieur seniibilité vis-avis des différents composés miques Les ORN sont
des neurones bipolaires gie développent a partir de cellules épithés Ces cellules forment
des petites structures cutiaires, les sesilles, qiaque ORN se prolorzant a l'intérieur d'une
sensille olfactive (Figure }6 Les pores a travers la cuticulke la <ensille permettent aux
molécules odorantes de par et de se dissoudre dans la lyrmr (Hanssor & Stensmyr, 201..

La majorité desensilles olfctives est sur les antennes, maige petiterartieest sur les palpes
labiaux ou maxillaires. Par:emple, chez la drosophile, a 1200 neurne olfactifs sur le 3™

segment de I'antenne et 12eurone olfactifs sur les palpes maxillairé¥efferis 200E.

3.1.2. Fonctionnemient du systém e olfactif

Figure 17. Anatomie du systeme olfactif chez lesnsectes
(d’apres Ramdya & Benton 2010



Les différentes odeurs sont captées par des régeptdfactifs ORs (Odorant Receptors)
spécifiques situés dans les dendrites des neudliaetifs (Ramdya & Benton 2010) (Figure 17).
La grande majorité des neurones olfactifs ne passpdun seul type d’'OR et ils sont donc
sensibles a une gamme étroite de molécules. Laseaxdes neurones olfactifs qui possedent un
méme OR convergent vers un ou plusieurs glomérdéesnéme type a lintérieur du lobe
antennaire. De |a, les neurones de projection rimatient I'information olfactive aux centres
supérieurs du cerveau qui sont les corps pédonetléss lobes protocérébraux latéraux. Par
conséquent, le systeme périphérique transformentite et l'intensité d’'une odeur en un

« code » glomérulaire unique avec sa composantmgpaporelle.

3.1.3. Caractéristiques des antennes de Tabanidae

Les antennes de Tabanidae ont des caractéristiguegbles selon les genres et les espéces,
(Figure 18). L'antenne est divisée en 3 parties stape (=1 segment), le pédicelle &
segment) et le flagelle (a partir dﬂ"%segment) (Chvélat al. 1972). Contrairement au scape et

au pédicelle, le flagelle est segmenté avec un eegbasal plus grand.

Figure 18. Antennes de Tabanidadr{ Chvalaet al. 1972)
a.P. micansb.C. viduatusc. H. distinguendad. H. pluvialis



Figure 19. Sensikes des antennes dél. bimaculata(in Ilvanov 2007)
(A) Sensilles ché'ormes et trichoides sur le scape et le péle (x240
(B) Sensilles basoniques et trichoides sur 1¥™segment (x300)

(C) Sensilles basoniques et trichoides sur 1™ segment (x10]

(D) Sensilles basoniques ecceloconique sur l€€%°segmentx1250

Il existe plusieurs types mchologiques de sensilles réparties différeant sur les segments
'antenne. Cette répartitionpatiale est assez semblable chez les rentes espeéce(lvanov
2007) (Figure 2). Les sendes chétiformes (sensilla chaetica) sans s sont surtout réparti
sur le scape et le pédicellElles jouent le réle de mécanorécepteLes sensilles olfactive
trichoides (sensilla trichoi@ et basiconiques (sensilla basiconica) : principalement située
sur le flagelle, de méme @ les sensilles caeloconiques (sensilla conica) supposées avi

une fonction hygro/thermcéceptive. Parasheet al. (1994) ont sugjéré que la sensibili



olfactive des différentes especes de taons dépeoiteénent du nombre de sensilles olfactives

présentes sur les antennes.

3.2. ROle des kairomones dans la localisation des h Otes vertébrés

3.2.1. Principaux composés impliqués

Plusieurs composés chimiques ont été identifiesnoemtes attractifs chez les taons. Les tableaux
des annexes 4 et 5 synthétisent les principaleaédsndisponibles a ce-jour sur le D les
autres kairomones. Le GOprésent dans la respiration des vertébrés, estttractif universel
pour tous les diptéres hématophages. Les autregas@®s attractifs pour les taons sont I'octénol
et certains phénols (Gibson & Torr 1999). En rehandes cétones (e.g. acétone) ne sont pas des
molécules attractives.

Ces composeés sont naturellement produits par labolsme des mammiféres et ils sont ainsi
présents dans les émissions volatiles issues dsspération, des éructations, de la transpiration,
des feces ou encore des urines (Halll. 1984; Owageet al. 1988; Madubunyiet al. 1996;
Jeanbourquin & Guerin 2007; Harraglal. 2009; Dormontet al.2010).

Les urines d’ongulés ont un trés fort pouvoir atifasur les femelles de taons adultes. Des
experiences realisées avec des piéges Canopy ati€gCoat montré de tres fortes augmentations
de collectes avec de l'urine de cheval pour difites especesA( loewianusH. pluvialis T.
bromiug (Kr mar et al. 2006). Au Canada, une expérience conduite avepiéges Nzi et de
'urine de vache a mis en évidence une bonne &ttitgcpour Hybomitraspp.(x 1,8) mais pas
pour Tabanusspp (Mihok & Mulye 2010).

L’attractivité de l'urine des ongulés pour les tagrste mal expliquée. Mihok et Lange (2012)
ont démontré un effet synergique entre I'ammoniaguées phénols présents dans les urines.
Mais d’autres composés pourraient aussi étre im@sigdans le comportement de recherche

d’hoétes par les femelles.



L’'octénol est un attractif efficace chez de nomkrensectes hématophages notamment les
glossines et les stomoxes (Hatl al. 1984; Schofield & Brady 1997). Chez les taonssielurs
études ont montré son efficacité sur le terraiajdut d’octénol permet de multiplier les collectes
par un facteur compris entre 2 et 9 selon les ét@dlghok & Mulye 2010). Le taux de diffusion

de I'octénol dans l'air ne semble pas affecterckdtectes.

Les phénols sont trés présents dans les urinegul@s) en particulier le 4-méthylphénol (4MP)
ou p-crésol (Okech & Hassanali 1990). Ces phérefsmsnent progressivement dans les urines a
partir de la dégradation microbienne de composésupseurs (glucuronates et sulfates). Ainsi,
I'urine «vieillie » pendant deux a trois semairgya beaucoup plus attractive que l'urine
« fraiche ».

Le 4MP et le 3a-propylphénol (3PP) sont les phénols qui ont étglis souvent testés chez les
taons. Owagat al. (1988) ont démontré qu’ils étaient responsabletatieactivité de l'urine de
buffle pour les glossines. Ces deux phénols soassitjuement utilisés en mélange avec
'octénol. Au Zimbabwe, une formulation octénol+4W3PP (4:8:1) a augmenté nettement
(jusqu’a 10 fois) les collectes dabanussp. (Phelps & Holloway 1992). Cependant, la méme
formulation testée en Louisiane (USA) s’est révétdins efficace, le nombre deabanussp.

capturés ayant seulement doublé du fait de la peésae I'octénol.

Finalement, peu de composés ont été testés cheaoes et les observations peuvent étre trés
contrastées d'une étude a lautre. L’'absence ddoguote standardisé rend difficile la
comparaison des résultats obtenus pour différezgpsces, dans différentes régions. En outre, la

lourdeur des expérimentations de terrain est un &éa généralisation des tests.

3.2.2. Contraintes liées a I'expérimentation sur le  terrain

Toutes les études sur les attractifs des taonshemdtes sur des comparaisons de collectes sur le
terrain. Les résultats observés sont ainsi trémblas selon le dispositif expérimental mis en
ceuvre (pieges, mode de diffusion des odeurs...;deditions environnementales lors des tests
(variables météorologiques, présence d’animawoxiité des pieges...) et les espéces de taons

présentes.



Les deux principaux pieges qui ont été utilisésrges taons sont les pieges Canopy (Hrigiar

al. 1991) et les pieges Nzi (Mihok 2002). Or, les ecties avec les pieges Canopy sont beaucoup
plus affectées par I'ajout d’'un attractif odoranieccelles avec les pieges Nzi (Mihok & Mulye
2010). En effet, un piege Canopy sans attractifiwafeaucoup moins de taons qu’un piége Nzi
qui est visuellement trés attractif. L'efficacit@etle (nombre d’insectes capturés par rapport au
nombre d’insectes attirés) d'un piége Nzi est dedfe de 45% pouf. sufis T. taeniolaet A.
agrestisen Afrigue (Mohamed-Ahmeet al. 2007). Bien que cette efficacité n’ait jamais été
réellement mesurée pour des espéces tempéreasgessest révéle tres efficace dans la collecte
des taons en Ameérique du Nord. Par exemple, plud0feH. epistatesont été collectés en

moyenne au Canada par piege et par jour (Mihok 8gkea2012).

Différents dispositifs ont été testés pour la diffun des odeurs. Pour les urines, 'ammoniaque
ou l'acétone, I'usage de récipients plastiques aescouvertures de différents diametres permet
de faire varier le taux d’évaporation. Pour I'oaEet les phénols, I'utilisation de sachets en
polyéthyléne (50 cm? de surface et 0,15 mm d’épaidgpermet une diffusion durable et connue
d’aprés les estimations de Tat al. (1997). Le taux de diffusion de I'octénol & padi ces
sachets est environ 6 fois celui d’'un boeuf (0,@2hn(Torret al.1995). Des taux de diffusion
bien supérieurs (40 mg/h) ont été testés avec aigehol dans des flacons surmontés d'une
meche en coton (French & Kline 1989; Nilssen 1998gs dispositifs commerciaux sont
également disponibles pour I'octénol comme le Drdlg® lure (Bosensory, Willimantic, CT,
USA) ou le Mosquito Magnet® octenol cartridge (Aman Biophysics, East Greenwich, RI,
USA). Mais, aucun effet dose-réponse de l'octérmlété détecté sur les collectes de taons lors
de tests avec des sachets en polyéthylene (0,18 etgdes appéats Dragonfly (1,5 mg/h) (Mihok
& Mulye 2010).

Les conditions climatiques peuvent également foetgninfluencer les collectes, notamment le
vent qui perturbe les signaux olfactifs captés Iparantennes des taons. En effet, les diptéres
détectent et répondent aux changements de fréqueesebouffées d'odeurs ainsi qua la
concentration relative des composés volatils ptésagans ces bouffées (Gibson & Torr 1999).
L’augmentation des turbulences perturbe la cirautadles bouffées d’odeurs, ce qui entraine une

dilution des odeurs et donc une diminution de tadalu signal odorant.



Enfin, la présence d’animaux peut affecter les arpntations sur le terrain comme cela a pu
étre observé chez les stomoxes au Kenya (Miébkl. 1995). Des pieges Vavoua avec de
I'octénol, installés a proximité d’un troupeau, c@lectaient pas davantage de stomoxes que les
pieges sans octénol. En revanche, I'ajout d’octétedt montré réellement efficace dans le parc
national voisin. Nous avons rencontré le méme probl lors d’'une expérimentation avec des
pieges Nzi et des urines d’'ongulés domestiques.piggges ont été installés dans une pature de
vaches camarguaises qui se déplacaient peu. Le l@gius proche des vaches a attiré beaucoup

plus de taons que les autres pieges.

3.2.3. Comparaisons des odeurs d’ongulés domestique s : exemple des

urines

Article 4 : Behavioural and electrophysiologicatpenses of females of two species of
tabanid to volatiles in urine of different mammals.
F. Baldacchino, J. Cadier, A. Porciani, B. Buatbi®ormont & P. Jay-Robert.

Medical and Veterinary Entomolog®7, 77-85. 2012
http://onlinelibrary.wiley.com/d0i/10.1111/j.136%P5.2012.01022.x/abstract

Résumeé

Pour mieux comprendre la dépendance des taonswssee leurs différents hotes potentiels, il
nous a semblé opportun d’étudier I'effet de kairae®hautement spécifiques. Nous avons donc
étudié la sensibilité des taons au odeurs d'urdesstrois principaux ongulés domestiques que
sont la vache, le cheval et la brebis. L'effet @s trois urines sur les femelles a été évalué
conjointement au niveau physiologique (sensibititéennaire) et comportemental (attractivité
réelle). L'attractivité en conditions naturelle®t testée selon la méthode du carré latin avec 4

pieges Nzi (3 avec urine et 1 sans urine).



L’expérience a été menée sur le site de « Peaueda M dans la réserve naturelle des Coussouls
de Crau (Figure 20). Ce site est un site de chaxix c
- On y trouve au printemps d’'importantes populatidasdeux TabaniniT. bromiuset A.
guadrifarius(probablement en lien avec la présence de canratigation).
- La Crau seche est une steppe trés vaste et trezgeom sans végétation haute. Ainsi, la
visibilité des pieges Nzi n'est pas perturbée stheuffées d’odeurs se déplacent dans
I'air sans obstacles.
- Cette zone est exclusivement paturée par des al@psis plusieurs siecles. Il ne peut
donc pas y avoir d’'interférence entre les piegek girésence de grands ongulés. Un
troupeau de vaches camarguaises et quelques cheoatiprésents dans une pature

située a environ 1 km.

Figure 20. Piége Nzi sur le site de « Peau de Mea(F. Baldacchino, 2011)

Les réponses physiologiques des antennes ont ésfjistnées par EAG. Les tests ont été
effectués sur des femelles collectées sur le teehimaintenues en vie au laboratoire avec de

I'eau sucrée disponibled libitumsur des éponges fines.



Afin de valider le montage de I'antenne et le pcote EAG, nous avons mesuré l'activité de
I'octénol a différentes concentrations et du diohioéthane (DCM). L’octénol est un attractif
commun aux dipteres hématophages. Son activitéesuecepteurs cellulaires des antennes de
glossines et de stomoxes a déja été testée aveess(zen Otteet al. 1988; Schofieldet al.
1995). Le DCM est un solvant inerte qui est commuerd utilisé en écologie chimique.
L’augmentation de la concentration de I'octénol rdrainé pourT. bromiuscomme pourA.
quadrifarius des réponses antennaires d’amplitudes croissamiés les réponses enregistrées
pour A. quadrifariussont demeurées trés faibles. Pour le DCM, lesnsg® EAG n’étaient pas
significativement différentes des réponses obteraredabsence d’odeur (enregistrement des
réponses des mécanorécepteurs uniqguement). Lecpl®ta donc été validé avec utilisation de

I'octénol a 0,1 mg/uL comme témoin positif et dul@@ur comme témoin négatif.

Les urines d’'ongulés domestiques ont subi une eidra au solvant DCM. Les réponses
antennaires enregistrées avec les extraits d’'usioesles suivantes :
- PourT. bromius aucune différence significative n’a été obsergétre I'octénol a 0,1
mg/pL et les urines ;
- Pour A. quadrifarius l'octénol n'a déclenché que des réponses failitegours
significativement inférieures a celles déclenchggedes urines ;
- Pour les deux espéces, les urines de vache eted@lcont déclenchées des réponses
significativement supérieures aux réponses obteaness|’'urine de brebis.

D’un point de vue physiologique, il existe donc wiierence entre les réponses des récepteurs
cellulaires des deux especés,quadrifariusétant trés peu sensible a I'octénol. Par ailleles,
réponses enregistrées pour les urines sont cobéramec la biologie des femelles qui préferent
se gorger sur des mammiferes de grande taille ¢vatteval). Les différences observées pour les
réponses EAG aux urines sont liées a la composisnurines qui varie en fonction de I'espéce,

mais aussi en fonction de I'age, du stade physigley.. (Torret al.2006).

L'étude conduite en Crau a permis d’évaluer les litafions comportementales de ces
différences de sensibilité. La comparaison desectdbs del. bromiuset d’A. quadrifariusdans

les différents pieges montrent que les pieges aviee capturent plus de taons que les piéges



sans urine. Les différences ne sont pas toujoatistifjuement significatives, mais ceci peut
s’expliquer par le nombre limité de répétitions. ju@sence d’'urine de cheval, en particulier,
augmente les captures @iebromiusd’un facteur de 1,6 et cellesAd’ quadrifariusd’un facteur

de 3,5. Aucune différence significative n’a étéearlige entre les trois urines, contrairement aux
réponses EAG.

Notre travail nous a donc permis de valider unquole expérimental d’électroantennographie
pour les taons. Les résultats suggerent une diitéraele sensibilité olfactive entre les deux
especes etudiée§, bromiuset A. quadrifarius Des deux especes, quadrifariusest a la fois
celle dont les captures sur le terrain ont étdde fortement augmentées par I'utilisation d’urine
(x 1,7 a 3,5) et celle qui présente la plus foetesghilité antennaire lorsque I'on compare l'effet
de ces mémes urines a celle de I'octénol consiciémme un stimulant de référence. Ainsi, les
différentes especes de taons semblent présent@usieu moins grande sensibilité vis-a-vis des
odeurs de leur environnement et, en particuliesravvis des kairomones de leurs hoétes
potentiels. Ce résultat mériterait d’étre confiroa il implique que les capacités de localisation
des hétes par les différentes espéces ne repoagrbqgément sur une méme combinaison des
signaux olfactifs et visuels.

Toutefois, I'interprétation des réponses EAG poes thélanges est souvent délicate a cause des
interactions qui existent entre les molécules (ganFrancis 1989). Les phénols étant considérés
comme les molécules responsables de I'attractdet® urines, il est apparu nécessaire de tester
leur activité sur les récepteurs olfactifs et latiractivité sur le terrain (Article 5).



Article 4 : Behavioural and electrophysiologicaspenses of females of two species of
tabanid to volatiles in urine of different mammals.
F. Baldacchino, J. Cadier, A. Porciani, B. Buathiformont & P. Jay-Robert.
Medical and Veterinary Entomolog®7, 77-85. 2012
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.136%P5.2012.01022.x/abstract




Behavioural and electrophysiological responses of t abanids to urine volatiles

Behavioural and electrophysiological responses of f emales
of two species of tabanids to urine volatiles from different

mammals
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Abstract. Urine volatiles from different ungulates (cowsyr$es and sheep) were tested as bait
for tabanids in southeastern France using Nzi tdapsg the early summer of 20Illabanus
bromiusLinnaeus, 1758 andtylotus quadrifariugLoew, 1874) (Diptera: Tabanidae) were the
most captured species, corresponding respectiody % and 41% of the total collected tabanids
(which were all female). Horse urine significantigreased catches @f bromiusand catches of

A. quadrifarius(1.6-fold and 3.5-fold respectively), and sheepaisignificantly increased
catches oA\. quadrifarius(2.5-fold). In parallel, an electroantennograndgtwas conducted for
the first time on these two species, with EAGs rded using 1-octen-3-ol and extracts of the
same urine samples used in the field. Fdoromius the EAG response to 1-octen-3-ol increased
quasi-sigmoidally with dose, with a maximum resgoasor above 100 ug on filter paper. For
both species of tabanids, cow and horse uringedigtronger EAGs than did sheep urine. The
behavioural implications in host-seeking and fegdiabits are discussed.

Key words. Tabanidae, baits, Nzi trap, electroantennograpttgnol, urine, olfaction, host
odours.

Introduction

In their quest for locating important resourceshsas mates, nutrients and oviposition and
resting sites, insects rely on their olfaction targe extent. Though olfaction has been studied in
many insect species, comprehensive data comesynfimom a few groups such as cockroaches,
moths, vinegar flies, honeybees and mosquitoe8 dgne & Baker, 2008). In haematophagous
Diptera, odours are one of the principle extern@scaffecting host-seeking and feeding
behaviour. Olfactory mechanisms have been wellatharized in mosquitoes, which are
important vectors of human diseases such as yé#legr, dengue and malaria (Zwiebel &
Takken, 2004), but other biting insects such aartas, which are vectors of principally
veterinary importance, have received less study.

Horse flies (Diptera: Tabanidae) are large diuhs@matophagous insects (10-30 mm). The
females feed on large mammals such as cattle, harsbdeer. Horse flies are strong fliers,
which enables them to seek wild and domestic masseattered around the environment and to
avoid defensive behaviour from the host. They aseraus nuisance to livestock and can
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transmit several significant animal pathogens éiaample, surra, anaplasmosis and equine
infectious anaemia) (Mullen & Durden, 2002). Stigdié recent epizootics in Europe have
focused on the role of tabanids as mechanical ¥&otdhe epidemiology of bovine besnoitiosis,
bovine anaplasmosis and equine infectious anaévaieafjoet al, 2006; Moreet al, 2008;
Jacquietet al, 2010). Moreover, outbreaks of surfaypanosoma evarjsbccured in France
(2006) and in Spain (2008) after the introductidbiméected camels from the Canary Islands
(Gutierrezet al, 2010). Tabanids and stable flies were likelyawéntransmitted the parasite
among the animals, showing the potential risk afismission of exotic pathogens by biting flies
in Europe.

Like other haematophagous Diptera, female tabaraddind their host by heat, odour or visual
cues (Allanet al, 1987). Tabanids are mainly diurnal, and visuahslti seem to assist their final
orientation in host location, whereas olfactorynstii seem to be used for long- and short-range
orientation (Gibson & Torr, 1999). Recently, it wgammonstrated that tabanids use reflected
polarized light from an animal’s coat as a sigodind a host (Horvatlet al, 2010). Most

studies that have examined the odour-orientatggbrses of these insects have been conducted
in Africa, where Tabanidae are sympatric wglossinaspp., and in North America. Experiments
have mainly consisted of screening known tsetsacsints in outdoor conditions using electric
nets or various trapping systems (Gibson & Tor@)9Results have shown that aged cow urine,
octenol (1-octen-3-ol) and phenols (3- and 4-mgtghol) — but not ketones (including acetone)
— were effective attractants for species of Takamidlthough there were differences in efficacy
among groups and species (Gibson & Torr, 1999; Kitaal, 2007; Mihok & Mulye, 2010).
Synergism between ammonia and phenols, a combimthiat frequently occurs in aged urine,
has also been demonstratedkiybomitraspecies in Ontario (Mihok & Lange, 2011).

To characterize the activity of these mammaliamdtadones on biting flies, electroantennography
(EAG) has previously been used to record chemaoptereon the antennae Glossinaspp.
(Bursellet al, 1988; Den Otter, 1991; Gikony al, 2002) andStomoxys calcitrand.innaeus,
1758)(Schofieldet al, 1995; Birkettet al, 2004; Jeanbourquin & Guerin, 2007). It was found
that 1-octenol-3-ol, 3-methylphenol and 4-methylpdlevere the most electrophysiologically
active chemicals for these species. But prior tostudy, no EAG experiments had previously
been conducted on tabanids.

In Europe, the only previous studies of attractémtsabanids had been carried out in Croatia,
where the efficacy of synthetic and natural sulzstann catching tabanids was investigated
(Krcmaret al, 2006; Krcmar, 2007; Krcmaat al, 2010). Aged animal urine, 4-methylphenol
and a mixture of octenol, acetone and ammonia apgéda be effective attractants.

To better understand the involvement of odour diimthost location and host choice of
temperate tabanids, our study coupled, for thetiiree, a field experiment with
electroantennogram recordings. We chose to contparaged urine of different ungulates as
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natural attractants since aged urine is a blerat¥e compounds, is host-specific (Madubunyi
et al, 1996) and has a composition that varies with pbgsiology (Torret al, 2006). The aim

of the study was to evaluate the attractivenesseotirine from different mammal species in a
Mediterranean steppe environment that has beensxely grazed by sheep for more than 20
centuries, and then to record the electrophysioligesponses of tabanids to the extracts of the
urine samples used in the field.

Providing the first EAG recordings of tabanids Biswed us to investigate the correspondence
between their behavioural and physiological respsiige host odours. This study has also
allowed us to look at the host-seeking and feetigttaviour of tabanids from a new angle.

Materials and methods

Field experiment

Study site

The field experiment was conducted in the Coussdell€rau Nature Reserve in southeastern
France. La Crau is a unique French landscape aftaédnpastures. The selected site for the
study was the ‘Peau de Meau’ sheepfold (43°33'#D4N, elevation 10 m, area 160 ha), which
has dry steppe vegetation with 50% stone covetyfis on Google Earth). This region is
characterized by a Mediterranean climate with ligér-annual variability, low rainfall (400—
500 mm per year) with maximum precipitation in sgrand autumn, long hot summers and mild
winters (mean annual temperature 14°C). On avethgesun shines 3,000 hours per year, and
there is a very strong predominant wind (the mijstheat blows from the northwest 334 days per
year, thus increasing evapotranspiration (Blighdlet2011). In the plain, flocks of Merinos
d’Arles sheep are rotated from hay fields (fountktiog) in autumn to the steppe in spring, with
transhumance carried out by truck to the Alps ierdummer (Buisson & Dutoit, 2006). During
the study, no sheep were present in the Peau de 8hegpfold, but flocks were present in other
sheepfolds that were less than 1 km away.

La Crau was a choice study site. Firstly, sheepiggahas been the traditional land use in this
region for many centuries, so sheep are the gquasirgve host for haematophagous Diptera
here. Secondly, the area is wide open and hashenbaceous plants, with no high woody plants
to disturb either the visual cues of Nzi traps framiistance (Mihok, 2002) or the movement of
the air, so this aids the reliability of directibicaes available to tabanids orienting towards an
odour source (Gibson & Torr, 1999).

Meteorological data

Meteorological effects on the daily activity of tatids have showed that different species
respond differently to weather variables. The metiegical variables that influence the activity
of tabanids are wind velocity, temperature, re@atmnmidity or evaporation, atmospheric
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pressure, sky radiation or cloud cover (Burnett &8l 1974; Dale & Axtell, 1975; Alverson &
Noblet, 1977; Van Hennekelet al, 2011). In our study, daily climate data were otsd from
the meteorological station of Istres, which is 20 fkom the study site. The weather changed
during the experiment, with alternating sunny aledidy days. The maximum temperatures
ranged from 25.9°C to 30.7°C, the mean wind-cbkithperatures ranged from 24.2°C to 29.9°C
and the mean humidity ranged from 37% to 64%. Timelsghill considers the effect of wind on
heat loss from exposed skin (Bluestetral, 2002). There was no precipitation except on 22
June (0.2 mm) and 23 June (0.4 mm). The maximurd gpeeds were in the range of 33-46
km/h and the wind direction was from N, NW, SW oiT8e moderate multidirectional winds
during the study period could have affected theles, so the behavioural results must be
interpreted with caution (Mohamed-Ahmed & Mihok 989.

Trapping and experimental design

New Nzi traps were used as standard traps (Figufehe Nzi trap is a multipurpose trap for
biting flies designed by Mihok (2002). The blue dfdck components of the traps were made
from the same fabric (SuperMaine 300 g cotton/pile65/35, TDV industries, France). The
cone and the back of the trap were made from ptay@sosquito netting.

The experiment consisted of setting up one 4x4nlsdquare from 14-17 June and a second
identical Latin square from 20-23 June 2011. Fazirttdps were set up in the open facing west
at 200-m intervals along a line running northeastduthwest, at a right angle to the predominant
wind and parallel to the closest canal. This aligntrwas chosen firstly because flies approach a
host from downwind (Phelps & Vale, 1976), and seltpbecause with their single entrance, Nzi
trap efficacy is dependent on their orientatioths sun. Mihok (2006) found the highest catches
of tabanids in traps facing west (Mihok et al., @00

Three traps were baited with urine, and one trap lefh unbaited as a control. The first day, 50
ml of aged urine was placed in plastic vials with.a cm aperture located in the back corner of
each trap. The baits and control were randomly mi@wery day.

The bait urine was collected directly from the lolaxs of several adult animals in a
slaughterhouse (the sheep urine sample was a migtaled from 10 ewes, the cow urine from
30 cows and 1 ox, and the horse urine from 10 madsl gelding). The urine was collected
from adults because young animals have lower lesfgddrenols in their urine (Toet al, 2006).
Each sample of urine was left for three weeks atrtemperature (20-22°C) in a 1.5-| plastic
bottle, and was then stored at —20°C in 250-mlldmtt

The trap collectors containing the tabanids (whiehe all females) were removed daily and
transported to the laboratory. All live tabanidseviedentified individually and placed in mesh
cages (55 x 80 x 40 cm) with access to a 10% secwoisition provided on thin sponges to
prolong their survival (Auroi, 1985). EAG recordsgere conducted on tabanids in good

&
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condition for 1-7 days following capture. The oaarage and the meal status of the females
tested were unknown. EAG recordings were not peréor on males, as only females were
collected during our study.

Laboratory experiment

Odour stimuli

Each sample of aged urine was extracted with 56frdichloromethane (1:1) in an Erlenmeyer
flask for four hours. These extracts were thenualigd and stored at —20°C. 1-octen-3-ol, a well-
known attractant for many haematophagous Dipteedl @i al, 1984; Gibson & Torr, 1999),

was used to validate the experimental system. Atigilutions of pure octenol (1 mg:)lwere
prepared using dichloromethane: 0.1, 0.01, andl0.06tenol at 0.1 mg.jilwas used as a
positive control, and dichloromethane was usedrasgative control.

Electroantennography

Antennal electrical responses to volatile compoumele recorded with a Syntech
electroantennograph device (Hilversulm, NetherlangAG recordings were made using
electrolyte-filled (0.1 M KCI) glass capillary ekeades, with Ag/AgCl wire making contact with
the recording apparatus. The tabanids were firstabilized by cold temperatures (2 minutes at
—20°C). EAGs were recorded using a technique sirtoléhose previously used for biting flies
(Den Otter & Saini, 1985; Den Ottet al, 1988; Schofieleet al, 1995; Jeanbourquin & Guerin,
2007). The antenna was excised from the tabanid’'s hesattheaE AG signal was found to be
better without the head (unpublished data). Théferént electrode was inserted into the pedicel
of the antenna, and the recording electrode wasghitdnto contact with the distal end of the
flagellum. Parashaet al. have described that the majority of olfactory ska¢ior females of

four species of tabanids) are present on thedagiment of the flagellurfiParashaet al, 1994).
Furthermore, Stoffolanet al. have shown through previous electrophysiologigpkeeiments the
presence of gustatory chemosensilla at the tiplmnids’ antennae (Stoffolaet al, 1990).

The antenna was maintained in a humidified charfitbated air stream delivered at 13.5 rifl.s
through a metal tube. Each stimulus was preparetepgsiting 10 pl of the tested solution on a
strip of filter paper (40 x 5 mm) placed in a gl&ssteur pipette. The solvent was allowed to
evaporate for 15 minutes before the first use,thadsame pipettes were used for four antennae
from different individuals (corresponding to 1 hadrthe experiment). The tip of the pipette was
connected to the metal tube, and the stimulus wigeded to the antenna by blowing an air
pulse (20 ml.3 for 0.8 s). Stimuli were released successivelaiom order at 60-second
intervals to avoid receptor saturation.

Statistical analyses

We compared the catches from different trap passtidifferent trapping days and different baits
using the non-parametric Kruskal-Wallis test. Difieces in catches from baited traps versus
unbaited traps were evaluated using the non-parenvilcoxon signed-rank test. The effect of
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meteorological conditions on catches was analyzddtive Spearman’s rank correlation test.
Differences in EAG responses and odour stimuli veseduated using the non-parametric
Wilcoxon signed-rank test. All analyses were perfed with PAST 2.12 (Hammet al, 2001).

Results

Field experiment

A total of 7,038 tabanids (all females) belongind 0 species in the genérabanusAtylotus
andHybomitrawere collected (Table 1). All the species are commaosouthern France (Rageau
& Mouchet, 1967; Chvalat al, 1972; Raymond, 1978). Catches were dominatedby t
speciesTabanus bromiugs7%) andAtylotus quadrifariug41%). Daily catches of. bromius
were positively correlated with the maximum tempar@and the mean wind-chill temperature
(respectively, Rs=0.80/p=0.02 and Rs=0.95/p=0.0098)significant correlation occurred fat
quadrifarius(Rs=0.34/p=0.40 and Rs=0.52/p=0.19).

Only the two dominant specids bromiusandA. quadrifariuswere sufficiently abundant to be
studied. In comparing the catches from differeap fpositions and trapping days for both species,
there was only a significant difference among tragmays forT. bromius(Hc=22.81/p=0.0018).

Our results found that:
Nzi traps baited with aged cow urine seemed tceme catches af. bromiug(2-fold) and of
A. quadrifarius(1.7 fold) in comparison with unbaited Nzi trapsble 2), but statistical
results were not significant.
Nzi traps baited with aged horse urine significaethhanced catches ©f bromius(1.6-fold)
andA. quadrifarius(3.5-fold) in comparison with unbaited traps.
Nzi traps baited with aged sheep urine collectgdicantly moreA. quadrifarius(2.5-fold),
and also tented to collect moFebromius(1.7-fold), in comparison with unbaited traps.
No significant differences appeared between béieefor T. bromius(Hc=0.34 /p=0.84) or
for A. quadrifarius(Hc=2.05/p=0.35).

Laboratory experiment

For T. bromius EAG peak amplitude increased in a dose-deperidshion with an increased
octenol dose, and the mean EAG amplitude eliciteddzh of the doses (octl: 128.06 mV,
oct0.1: 1.38' 0.08 mV, oct0.01: 1.230.08 mV, oct0.001: 0.660.06 mV) was greater than for
the control (dichloromethane: 0.2®.03 mV) (Figure 2). The mean EAG amplitude elitibsy
octenol at 0.001 mg.pt(10 pg) was significantly lower than that for hégtdoses. The dose—
response relationship was sigmoid, with EAG amgégireaching a maximum at a dose of 0.01
mg.pL* (100 pg) octenol. Fok. quadrifarius the mean EAG amplitude elicited by each dose of
octenol (octl: 0.770.04 mV, oct0.1: 0.79 0.03 mV, oct0.01: 0.76 0.06 mV, oct0.001: 0.65
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0.04 mV) was greater than that of the control (dictmethane: 0.43 0.04 mV), but EAGs were
much lower than those af. bromius.

For T. bromius mean EAG amplitudes elicited by the three tydasioe (cow: 1.34* 0.12 mV,
horse: 1.28 0.11 mV and sheep: 1.179.06 mV) were greater than those of the contrdl, bu
there was no significant difference between urime @ctenol at 0.1 mg.fi(Figure 3). ForA.
quadrifarius mean EAG amplitudes elicited by the three tydagrioe (cow: 1.63* 0.13 mV,
horse: 1.64* 0.12 mV and sheep: 1.23).05 mV) were greater than those of the controla@nd
octenol. For both species of tabanids, horse wtecow urine elicited larger EAGs than sheep
urine.

Discussion

Behaviour

Baited and unbaited Nzi traps captured a large mummbfemale tabanids in the plain of La Crau
during the study period. On average, we collec&@itabanids per day per trap. Although there
are two main tabanids that coexist here, we catkatvariety of species. The efficacy of Nzi
traps has been evaluated in Africa, in North Ameedand in Australia (Mihok, 2002; Mihod

al., 2006; Van Hennekelat al, 2008), but no study had previously reported ge af these

traps in Europe. Although we did not compare défertrap designs, Nzi traps seemed to be very
effective for catching temperate Tabanini specidglétus spp., Tabanus spmdHybomitra

spp).

For T. bromius there was a significant difference in catchesragtoapping days. Maximum and
wind-chill temperatures were factors with positogerelation to daily catches @t bromius
catches were lower on cloudy days. These resuftroothe effects of meteorological variables
on daily activity of tabanids (Van Henneketdral, 2011), particularly in terms of temperature
and cloud cover.

T. bromiusandA. quadrifariusseemed to be attracted by aged cow urine. Thea#igavere not
statistically significant because of the limitedwmier of traps and the large differences in daily
catches, but the catch index was over 1.5 for bp#ties. Aged cow urine has also been shown
to increase catches Hfybomitra sppin Canada by 1.5-1.9 times using Nzi traps (Mihok &
Mulye, 2010) and of tabanid$dbanusspp.,Hybomitra bimaculatgMacquart, 1826) and
Haematopota pluvialiLinnaeus, 1758)] in Croatia by 51 times using ggnand malaise traps
(Krcmaret al, 2006). Cow urine plus acetone and octenol als@ased catches of tabanids
(Ancalaspp. andlabanusspp.) in Mali by 2.4 times using pyramidal tragsd by 5.1 times
using Vavoua traps (Djiteyet al, 1998).

Regarding the other types of urine, horse uringiagantly enhanced catches of both the main
tabanid species (1.6-3.5 times), and sheep ugméisantly enhanced catchesAf quadrifarius
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(2.5 times). The Croatian study also showed tasthes of tabanids were increased by horse
urine (36 times) and sheep urine (30 times) (Krcetal., 2006). However, these results cannot
be usefully compared to our findings as canopyraatiise traps collected very few tabanids
without bait, whereas unbaited Nzi traps were \&ffgctive (Mihok & Mulye, 2010). When we
compared the total catches from each bait, nofeignt differences were found. So, the three
ungulate urines could be considered as effectivacants for tabanids.

Physiological activity

For T. bromius the highest EAGs were elicited by octenol. Tlusfams results for other biting
flies such as stable flies (Warnes & Finlayson,& 3chofieldet al, 1995) and tsetse fli€blall

et al, 1984; Den Otteet al, 1988). We also found a dose-response relationahipas been
shown by Schofielét al (1995) and Den Otteat al (1988). In our study, EAGs peaked at a
dose of 100 pg. This is compatible with the highe&6G recorded for stable flies and tsetse flies
at similar doses: 200 pg and 41.5 g respectiiggn(Otter et al., 1988; Schofield et al., 1995).
At high doses of octenol, EAG amplitude decreassdiéen 18pugand 10 pg because the
antenna reached saturation.

EAG studies must use physiologically meaningfulaanirations to prevent potentially
misleading results (Bruoet al, 2005). Dose—response curves usually showed éardgarease
of depolarization with an increase of compound gitafVittecoq et al, 2011). But several
examples showed that similar antenna depolarizatoid be obtained from very different
stimulus concentrations, including amounts of coomats in much higher concentrations than
would occur naturally (Sasst al, 2009; Suchett al, 2011).

For A. quadrifarius EAGs elicited by octenol were very low in comgan with EAGs elicited
by urine, and relative EAG amplitudes for octeneVer exceeded twice the relative EAG
amplitude for dichloromethane. These results cetgthmarkedly with those obtained frdm
bromius S. calcitransandGlossina sppOctenol was less electrophysiologically activeAor
quadrifariusthan for other biting flies. However, there is smierable evidence of the
attractiveness of octenol to tabanids. For exaniplidie Croatian study, octenol increased
catches of tabanids by 7.7 tim@abanus sppandHaematopota pluvialjsin canopy traps
(Krcmaret al, 2005), and in the Canadian study, it increaséches of tabanids up to 3.6 times
(Tabanus sppandChrysops spp.on sticky enclosures surrounding Nzi traps (Mileblal.,

2007). Yet in Croatia, the catch Afylotus loewianugVilleneuve, 1920) collected from canopy
traps baited with octenol and aged horse urinendtdliffer significantly (Krcmaket al, 2005),
and aged donkey urine collected significantly mdréoewianughan did traps baited with a
mixture of octenol, acetone and ammonia (5:3:2¢karet al, 2010). The low
electrophysiological activity of octenol on antear@dA. quadrifariusmay explain why not all
biting flies respond to octenol alone or in combimawith other attractants.
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ForT. bromiusandA. quadrifarius urine elicited large EAG amplitudes, and horseeuand

cow urine elicited larger EAGs than sheep urindfeDe@nces in EAGs could be explained by a
difference in the volatile chemicals emitted byégeine. These results are consistent with the
biology of tabanids, because most species, paatiguhose of the Tabaninae subfamily, feed
predominantly on large mammals such as cattle gand deer (Mullen & Durden, 2002). In the
field, the attractiveness of the three types afeivas quite similar despite some differences in
the catch index. Aged urine gradually accumulptesnolic attractants due to microbial activity
(Okech & Hassanali, 1990), and probably many otictive chemicals that may have indifferent
or repellent effects. Mammal urines and their pheoastituents (3-methylphenol, 4-
methylphenol and B-propylphenol) have been tested in outdoor experim@ith contrasting
results on tabanids (Gibson & Torr, 1999; Mihok &lye, 2010). Synergism between ammonia
and phenols is likely to explain these observatidfitok & Lange, 2011). Moreover, Toet al.
underlined the effects of host physiology (weighd/@r age) on the presence and level of
kairomones in cattle odour, including urine (Tetral, 2006). Therefore, it would be useful to
compare the composition of volatile odorants irfiedlé#nt mammal urines using gas
chromatography and to conduct EAG tests on tabdaidstermine the physiological activities
of phenols and other urinary compounds such as amamas has been done with tsetse flies
(Bursellet al, 1988) and stable flies (Jeanbourquin & Guerif730

Host-seeking and feeding behaviour

In the field, we observed a significant attractod\. quadrifariusto sheep odours, although the
species was only moderately sensitive to the eixtrfiaaged sheep urine. In this area, sheep are
the quasi-exclusive host for these flies. Durirng $tudy, two sheep flocks and a few horses were
present less than 1 km from the trapping zone. éatige learning experiments previously
conducted on haematophagous Diptera have showthtss insects were able to recognize an
odour associated with a blood meal. For exan@ldex quinquefasciatusdults can learn to
associate a conditioned odour (vanilla or strawemth an unconditioned stimulus such as
sugar or a blood source (Tombertihal, 2006), and tsetse flies preferred to feed onsa ho
encountered for a first meal two days previouslgy¥eret al, 2007). Although the attraction of
aged sheep urine fév. quadrifariuscontrasts with the trophic preferences of Tabaninae
hypothesis could be that individuals that have joresly encountered a sheep might then be
attracted by sheep odours.

Studies using serological tests to identify theodlsource of meals have shown that tabanids
have opportunistic feeding habits (Magnarelli & A&nsbn, 1980; Muzaet al, 2010). In
Louisiana in the United States, domesticated arsnespecially cattle and horses, are the main
hosts of tabanids, but in localities where cattieabsent, deer are of major importance (Wilson
& Richards, 1969). In Australia, Muzaet al (2010) found that all tabanids fed on at leasteh
of the four hosts tested (horse, cow, macropodpagdsuggesting a level of opportunistic
feeding (despite a preference for macropods).
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To follow up on physiological and ecological ex@éons for our results, a comparison using
ungulates’ urine in a location where cattle or berare predominant hosts may be useful.

Control strategy

Tabanid control is difficult to achieve. Typicalsta@ontact is only about 4 minutes per fly during
blood feeding, which may occur only once every 8ays (Mullen & Durden, 2002). As horse
flies are partly independent of livestock, integrhtontrol strategies are required to reduce their
impact (Foil & Hogsette, 1994). The use of trapsvptes a potential control technique, but the
development of better attractants is needed teteffdy reduce the number of tabanids attacking
cattle. Several studies in Africa, in North Amerarad in Europe have tested the use of different
attractants: synthetic compounds, alone or in mgguor excretory products of host animals,
such as urine (Gibson & Torr, 1999; Mihok & Muly#§10). Contrasting results have emerged
from these studies, suggesting that it will be \aiffycult to find a universal attractant for
Tabanidae, a family of over 4,000 species andaat €37 genera (Foil & Hogsette, 1994). Our
study’s first EAG recordings on two different taimhapecies showed that their physiological
activities were not similar. Moreover, it is likellyat host availability might influence the
behavioural responses of horse flies to host oddims results of our study could be useful for
matching bait used in trapping devices to spedi@abanidae and the livestock present, and thus
improve control of horse flies in a push—pull st
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Table 1. Female tabanids collected by Nzi traps in the ReaMeau sheepfold, June 2011.

Species Total
Tabanus bromiukinnaeus 1758 3,999
Atylotus quadrifariugLoew 1874) 2,920
Atylotus flavoguttatuéSzilady 1915) 62
Tabanus regularidaennicke 1866 38
Tabanus rectukoew 1858 11

Hybomitra ciureai(Seguy 1937)
Hybomitra expollicatgdPandelle 1883)
Tabanus cordigeMeigen 1820
Tabanus eggeischiner 1868
Tabanus sudeticugeller 1842

N e S

Table 2. Catches offabanus bromiuandAtylotus quadrifariusvith Nzi traps baited with urine from
different types of animals.

Total catches Catch Index* Median valuet Pertegiti W / P-valuet

Tabanus bromius

Unbaited traps 620 Control 46.5 27.75/107.75 -
Aged cow urine 1289 2.08 89 33/195.75 23/0.548
Aged horse urine 996 1.60 112 71/202.25 33/0.043
Aged sheep urine 1094 1.76 87 50.5/160.5 29510.1

Atylotus quadrifarius

Unbaited traps 334 Control 35 17.75/ 67 -

Aged cow urine 569 1.70 83 43 /100 29/0.152
Aged horse urine 1179 3.53 101 68.5 /200 36/0.011
Aged sheep urine 838 251 70.5 62.25/171.25 35/0.019

*Ratio of the total catches in the baited trapstdltcatches in the unbaited traps

T Median value for catch/day/trap

«* 25" percentile / 78 percentile for catch/day/trap

T Results of non-parametric Wilcoxon signed-rarsit (paited vs. unbaited traps), significanPat
<0.05
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Fig 1. Nzi trap in the semi-arid pasture of the ‘Peau d&aiyl sheepfold.
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Fig 2. Mean relative EAG amplitude f@rabanus bromiugn=12) andAtylotus quadrifarius
(n=10) treated with a series of octenol (OCT) do6eg01, 0.01, 0.1 and 1 (mg.{iL Relative
EAG amplitude is the value of 1 for the dichlorohsete (DCM).
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Fig 3. Mean relative EAG amplitudes fadrabanus bromiugn=12) andAtylotus quadrifariugn=10)
treated with three extracts of animal urine (COV@RSE, SHEEP). Octenol (OCT) at 0.1 mg’pkas
used as a positive control. Relative EAG amplitwds a value of 1 for the dichloromethane (DCM).
Differences in EAG amplitudes were evaluated usifigoxon signed-rank tests. Significant differences
were represented by different lettel’s Q.01, except for b versugx 0.05).



3.2.4. Sensibilité olfactive a I'octénol, aux phéno Is et a l'urine de cheval

Article 5 : Olfactory responses of tabanids to notephenols and aged horse urine
F. Baldacchino, S. Manon, L. Puech, B. Buatois,dtrdont & P. Jay-Robert.
Medical and Veterinary Entomology press. doi: 10.1111/mve.12038.

Résume

Suite aux résultats obtenus lors de l'étude prédédenous avons souhaité approfondir nos
investigations sur l'attractivité des urines endi@ant notre attention sur l'urine de cheval, la
plus attractive, et ses composés volatiles. Congote- des contraintes imposées par
I'expérimentation de terrain, les tests se sonitéisna l'urine et a trois de ses composants :

I'octénol, le 4-méthylphénol (4MP) et lerBpropylphénol (3PP), seuls ou combinés.

Tout d’'abord, nous avons analysé la compositiod’'wlne de cheval, préalablement vieillie
pendant trois semaines. Les composés volatils den¢ de cheval ont été captés par
microextraction sur phase solide a l'aide de fib&RME (Solide-Phase MicroExtraction).
L'analyse de ces composés a été faite par chromsguioig en phase gazeuse et spectrométrie de
masse. 29 composés ont ainsi été identifiés notamndes cétones (11), des alcools gras (6) et
des phénols (5). L'octénol et le 3PP ont été déseeh petite quantité (<2% du mélange) tandis
que le 4MP était le volatil le plus abondant (79%g. concentration en 4MP dans l'urine de
cheval a ensuite été dosée par étalonnage extedice g une solution tampon a différentes

concentrations. Elle était de 0,42 mg/L.

Les enregistrements EAG ont été réalisés dans Bses conditions que dans l'article 4 a
I'exception de I'hexane utilisé a la place du dicbiméthane pour la dilution des différents
composés et comme témoin négatif. Pbubromiuset A. quadrifarius les réponses antennaires
ont été doses-dépendantes avec l'octénol, le 4BIBPP et une combinaison 4MP:3PP (16:1)
(Figure 21). Le 4MP provoque des réponses EAG fogivement tres supérieures a celles
obtenues avec l'octénol ou le 3PP. Les phénols étange donnent des réponses EAG
significativement supérieures a celles déclenchgas le 4MP seul surtout aux faibles

concentrations.



Figure 21. Réponses EAG de (A). bromiuset (B) A. quadrifarius

Les antennes ont été stimulées par des dosesantassle 1-octen-3-ol (OCT), 3-propylphénol
(3PP), 4-methylphénol (4MP) et un mélange de pls&f@WP:3PP, 16:1). L'octénol 1 mg/uL
est utilisé comme valeur de référence (100%) pmumormalisation des réponses EAG. Les
différences significatives entre deux doses suogessont notées avec des lettres différentes
(test de rang de Wilcoxo<0,05).
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La réponse a un mélange de composés n'est pasonstoh simple liée aux réponses des
composés testés séparément (Laing &Francis, 1@88)eraction entre ces composés peut se
faire au niveau des récepteurs périphériques au dnieniveau du lobe antennaire (Carlsson &
Hansson, 2002). Seuls des enregistrements éleggiopdgiques sur la sensille (SCR-EAG,
Single Cell Recording EAG) permettent de démonties interactions au niveau de I'antenne.
D’aprés nos résultats EAG, nous pouvons toutefaggiérer I'existence d’'une synergie entre les
phénols, en particulier aux quantités trés failglespeuvent étre captées par I'insecte dans son

environnement naturel.

Nous avons également enregistré des réponses E#sGfdrtes avec l'urine de cheval, en
particulier pourA. quadrifarius Les réponses EAG provoquées par l'urine (danseli la
concentration en 4MP = 0,42:4Gng/uL) sont significativement supérieures aux rigs EAG
provoquées par le 4MP & la plus faible dose tetéB0* mg/uL) et similaires & celles
provoquées par les doses plus fortes. La forteitctie I'urine sur les récepteurs des antennes de

taons semble donc liée a la présence de difféoentposés actifs qui pourraient agir en synergie.

Parallelement a la caractérisation des réponsesigdbgiques, 'attractivité de différentes odeurs
a été évaluée en Crau. Nous avons testé les cosdmisasuivantes : urine de cheval seule,
octénol + ammoniaque, phénols (4MP:3PP, 16:1) + @mmque, ammoniaque seule. Nous
avons utilisé de 'ammoniaque car Mihok & Langel2pont démontré un effet synergique entre

I'ammoniaque et les phénols.

Les résultats comportementaux contrastent légéreparapport aux réponses physiologiques.
Si les piéges avec attractifs augmentent les deBedeT. bromius (x1,8 a 2,2) et .
quadrifarius (x2,7 a 4,1), pouil. bromius aucune différence n’'a été observée entre les troi
combinaisons. En revanche, pour quadrifarius 'urine de cheval (x4,1) attire davantage que
I'octénol (x2,8) et que les phénols (x2,7). Pows tasts, I'urine a été placée dans un flacon avec
une ouverture de 2,2 cm de diametre. Le taux d@nion de I'urine a été estimé a 6,8 mL/jour
soit pour le 4MP présent dans 'urine 0,122 hlg/h. L'octénol et les phénols ont diffusé a traver
des sachets en polyéthylene. Le taux d’évaporaliofMP a travers ce type de sachet est de 0,38

mg/h d’apres Toret al. (1997). L'attractivité de I'urine pouk. quadrifariusne s’explique donc



pas par la quantité de 4MP émise mais certainepaari présence d’autres composés qui restent
a identifier.

Comme chez les insectes phytophages, la reconneessdes hotes par les taons dépend
probablement de la détection de molécules volatamunes présentes dans l'air & un ratio
donné plutdt que de la détection ou non de mol&cpheticuliéres (Brucet al. 2005). Par
exemple, chez I'eudémis, botrang un ravageur de la vigne, la localisation des peapest
codée par un ratio spécifique de trois terpénoteamuns dans les émissions volatiles des
plantes (Tasiret al.2006).

Nos observations confirment également les diff@sninterspécifiques qui existent chez les
Tabanidae vis-a-vis des attractifs. Au regard dgmmses EAG et des collectes de terrain, |l
semblerait quA. quadrifariussoit plus sensible aux urines et a leurs constituphénoliques que
T. bromius En Croatie, des pieges Canopy appatés avec denel'ud’ane attirent
significativement plus &. loewianusgqu’un mélange octénol:acétone:ammoniaque (5:3@2% a
qu'il 'y a pas de différence entre ces deux atifiepour Tabanusspp. (Kr mar et al. 2010).
Comme chez les glossines, certaines especes degaorraient étre moins sensibles aux stimuli
olfactifs mais plus réceptives aux stimuli visu¢l®orr & Solano 2010). Ceci expliquerait
pourquoi nous n'avons pas observé de différencé® des combinaisons d’odeurs ché&z

bromiusavec les pieges Nzi.
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Abstract. Electrophysiological and behavioural response&wfdles of two tabanid species
(Tabanus bromiuandAtylotus quadrifariusto ammonia, octenol (1-octen-3-ol), phenols and
aged horse urine were compared. EAG responseglotpecies to octenol, 4-methylphenol
(4MP), 3-propylphenol (3PP) and a phenol mixtutdiR4and 3PP at a ratio of 16:1) increased in
a dose-dependent fashion. The most effective stiswhs 4MP, and synergism between the two
phenols might exist. Aged horse urine also elicgedng EAG responses in both species. Using
GC-MS analysis, we identified 29 compounds in honsee; in particular, ketones, fatty alcohols
and phenols, among which 4MP was the most aburcdemponent (~80%). Trapping
experiments were carried out using Nzi traps baaihl various odours. Octenol and the phenol
mixture in combination with ammonia increased casctf tabanids 1.8 to 2.8 times relative to
ammonia on its own. Aged horse urine increaseceatofT. bromiusandA. quadrifarius2.2

and 4.1 times, respectiveljhe high attractiveness of aged horse urine, esibhetor A.
quadrifarius is likely not to be due to 4MP alone, but to thixture of various active

compounds involved in host location.

Key words. Tabanidae, baits, electroantennography, horse Aest odours, Nzi trap, octenol,
urine phenols.

Introduction

Locating a vertebrate host is crucial for bloodksng insects to fulfil their nutritional and
reproductive requirements. Typically, biting Di@enust locate a distant, mobile food source,
which is frequently difficult to find and which hasolved defences against insect attack (Gibson
& Torr, 1999). In general, insects use visual alfagctory stimuli, aided by anemotactic and
optomotor responses (Paynter & Brady, 1996; Gil&adiorr, 1999; Horvath & Varju, 2004) and
chemical signals are the principal cues with whiady identify their hosts (Takken & Knols,
2010). A better understanding of the involvemertafomones in host location for
haematophagous Diptera is of interest since idengfthe chemical compounds that affect
vector—host interactions should help in more eifety luring target insects to sampling devices
and/or removing them from the environment using pemagement methods (Spath, 1997;
Bernieret al, 2007; Logan & Birkett, 2007; Harrwgt al, 2012; Pintcet al, 2012).
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Biting flies generally show marked activation antteection to carbon dioxide (G which is
present in mammalian breath, but are also attrdotether cues emanating from hosts (Birlettt
al., 2004). The role of natural host odours in hosatmn was demonstrated with tsetse flies in
Zimbabwe by Vale (1974). Since then, numerous stibave identified the semiochemicals
involved in host location and selection for tsdties; for example, octenol (1-octen-3-ol), a
component of ruminant breath, and phenols, espediahethylphenol (4MP) and 3-
propylphenol (3PP), known to be the key compoundsine that elicit attraction of tsetse flies
(Hall et al, 1984; Owagat al, 1988).P-cresol or 4MP is also commonly found in rumendlui
odour collections (Harraaat al, 2009) and in dung volatiles (Dormaettal, 2010).

In contrast, the semiochemicals used by tabanids feceived little attention. Horse flies are a
serious nuisance to livestock and can mechanitahsmit several animal pathogens (Mullen &
Durden, 2002). In Europe, recent epizootics haeaded on the role of tabanids as mechanical
vectors in the transmission of equine infectiousesmia and besnoitiosis, considered emerging
diseases (EFSA, 2010; Jacquaenl, 2010; ANSES, 2012; Gentitt al, 2012; Marescat al,
2012).

Previous behavioural studies in the field have $eclion tsetse attractants such as octenol,
phenols and urine. Octenol has been proved to leéfactive attractant, as traps baited with
octenol caught 2—-9 times more tabanids comparedhaited traps (Gibson & Torr, 1999; S.
Krcmaret al, 2005; Mihok & Carlson, 2007). Reports on the asphenols as bait have been
more conflicting. In Croatia, canopy traps baitathwtMP collected 16 times more tabanids than
unbaited traps (Kmar, 2007), whereas in Canada, catches in Nzi trajpped with phenols did

not collect more than unbaited traps, though iusthbe considered that Nzi traps are much more
effective without bait than canopy traps (S. Krcn207; Mihok & Mulye, 2010)Aged animal
urine has also been shown to be a good attractahgifield forTabanusspp.,Atylotusspp. and
Hybomitraspp. in North America and in Europe (Stjepan Krcetaal, 2006; Mihok & Mulye,
2010; Baldacchinet al, 2012). The synergism between ammonia and pheeot®nstrated for
Hybomitraspp. may explain the attractiveness of aged (hhkok & Lange, 2012).

To determine the activity of mammalian kairomonedorse flies, electrophysiological
responses to urine volatiles have been recentlyrtreg for two species (Baldacchirbal,
2012).Tabanus bromiukinnaeus 175&ndAtylotus quadrifariugLoew 1874) were both found

to be sensitive to urine volatiles, with electr@amtogram (EAG) responses similar to or greater
than those for octenol. Moreover, cow and horseeuelicited stronger EAG responses than did
sheep urine, which is consistent with the biologharse flies as they feed predominantly on
large mammals. These results suggest that tabaragperceive and react to species-specific
compounds, or specific ratios of ubiquitous compmisyno recognize a host. However, there were
no significant differences in tabanid catches mfikld using these urines as baits.
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Two phenols (4MP and 3PP) are thought to accoumhfust of the attractive properties of cattle
urine, and binary mixtures of the two significantigrease catches of tsetse flies (Owebal,

1988; Valeet al, 1988). However, it may be that other unidentifetive components are

involved in the attractiveness of urine, as comtiams of these two kairomones appear to be less
than 50% as attractive as natural cattle odouotnescircumstances (Gikon al., 2003). For
temperate tabanids, the involvement of phenolkeérattractiveness of aged urine remains
unclear.

The goal of this study was to evaluate the respoh&amales of two species of tabanids (
bromiusandA. quadrifariug to phenols (4MP and 3PP) in comparison to ageseharine by
using electroantennogram recordings and field exygarts. Our specific questions were: Is the
urine blend more active and attractive than thegtvenols? Do 4MP and 3PP principally
account for the attractiveness of urine for tabghiBo urine volatiles act together synergistically
on tabanid responses? Do EAG responses reflecvioeinal responses by tabanids to phenols
and urine volatiles?

Materials and methods

Odour stimuli

All chemicals used in this study were purchasethf@gma-Aldrich Chemie Gmbh (Buchs,
Switzerland). These included 1-octen-3-ol (98%mdthylphenol (98%), 3-propylphenol

(>99%), dioctyl phthalate ©9.5%) and ammonium hydroxide solution (5.0 M). ‘Bnemonium
solution was diluted to obtain a 5% ammonia sotut® phenol binary mixture was made using
16 parts 4MP to 1 part 3PP. Dilutions were prepaedg hexane (0.1, 0.01, 0.001 and 0.0001
mg/uL). Octenol at 0.1 mg/uL was used as a posdorerol, and hexane was used as a negative
control in the electrophysiological recordings.

Horse urine was collected directly from the blagd&r10 mares and one gelding. The urine was
collected from adults as young cattle have loweeleof phenols in their urine (Torr et al.,
2006). The urine was kept for 3 weeks at room teatpee (20-22 °C) in a 1.5 L plastic bottle
and was then stored at -20 °C in 250 mL bottles.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) afeéharine volatiles

The atmospheric concentrations of urine phenolewstimated using solid-phase
microextraction (SPME) with two 65um polydimethidsiane/divinylbenzene (PDMS/DVB)
Stable Flex fibers (Supelco, Sigma-Aldrich, Bellg® PA, USA). The two fibers were
conditioned in a GC inlet kept at 250 °C for 30 utes before sampling and were used
simultaneously to collect volatiles over two sarspdéthe same urine. 100 pL of aged horse
urine (3 weeks old) was deposited in two 20 mL angiess vials. One SPME fiber was exposed
in each vial for 20-minutes at 25 °C.
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The quantity of 4MP in horse urine was assessdtidgxternal standard method. 4MP was
dissolved with 3PP at a ratio of 24:1 in ammoniwdrbxide solution (0.5%). Acetic acid was
used to produce a solution with a pH similar td tfaurine (pH ~8). A calibration curve was
obtained at three concentrations (0.048, 0.48 a®dwy/L). Sampling was done using the same
conditions as for the aged horse urine with theesSRPME fibers. A logarithmic curve was
obtained for the total peak area, and the regnessiefficient provided &0.94. The calculated
concentration of 4AMP was based on the establistaediard curve.

GC-MS analyses of SPME extracts were performedgusinrShimadzu GCMS-QP2010 Plus
quadrupole mass spectrometer (Shimadzu Scientifgtruments, Kyoto, Japan). GC-MS
analyses were conducted with a potential of 70 @Vidnization by electron impact, with the
transfer line heated to 270 °C and the temperaifite ion source programmed at 250 °C. The
mass spectrometer was used in scan mode, fromta m/z ratio. The Shimadzu QP2010
Plus was equipped with a 30 m x 0.25 mm x 0.25 LB™-5ms (Supelco) fused silica capillary
column. The injector temperature was 250 °C (gd#lmode). The column temperature was
programmed at 40 °C (for 5 minutes) then incredee2R0 °C at 5 °C/min and to 250 °C at 10
°C/min. The carrier gas was helium, with a consflow rate set to 1.0 mL/min. Compounds
were identified by matching the mass spectra watta drom the NIST 2005 and Wiley (9ed) MS
software libraries and a personal laboratory bankass spectra. Compound identification was
confirmed by comparing the retention indices (RRhwdata from libraries and published data
(Adams, 2007), and also by comparison with thenteir time of standards. The relative amount
of each compound was expressed with respect tdotlaé volatiles in order to compare the
volatile profiles of the samples.

Electroantennogram recordings

EAG recordings from antennae of femdlebromiusandA. quadrifariuswere recorded as in
Baldacchincet al. (2012) with an EAG recording device (Electrodedeots, EAG combi probe
internal gain x10, stimulus controller CS-55 arghsi acquisition controller IDAC-2; Syntech,
Hilversum, the Netherlands). Recordings were masileguelectrolyte-filled (0.1 m KCI) glass
capillary electrodes, with Ag/AgCl wires making tact with the EAG recording device. The
antenna was maintained in a humidified charco#dsgid air stream delivered at 13.5 mL/s
through a metal tube. Each stimulus was preparetkepgsiting 10 pL of the test solution on a
strip of filter paper (20 x 5 mm) placed in a gl&ssteur pipette and the solvent was allowed to
evaporate for 15 minutes before first use.

The tip of the pipette was connected to the metad tand the stimulus was delivered to the
antenna using an air pulse (20 mL/s for 0.8 s).U8&d one antenna per compound at the
different doses (corresponding to less than 10retgnrdings per antenna). Stimuli were released
successively in random order at 60-second inteteads/oid antennal receptor cell saturation.
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Study site of the field experiment

The field experiment was conducted in the Coussdell€rau Nature Reserve in southeastern
France. This study site is characterized by opgopst and high populations of tabanids in the
early summer. The trapping site was at the Peadeairi sheepfold (43°33’'N, 04°50’E; elevation
10 m a.s.l., area 160 ha). This region is influenog a Mediterranean climate with high
interannual variability, low rainfall (400-500 mrefr) with maximum precipitation in spring
and autumn, long hot summers, and mild winters (nagaual temperature 14 °C). On average,
the sun shines 3000 hours per year, and a venygmedominant wind (the mistral) blows from
the northwest 334 days per year, thus increasiagavanspiration (Blightt al, 2011). During
the study, no sheep were present in the Peau de 8hegpfold, but flocks were present in other
sheepfolds at a distance of less thdm.

Field site meteorological data

Tabanid activity is influenced by meteorologicatigales such as wind velocity, temperature,
relative humidity (RH) or evaporation, atmosphegmiessure, and sky radiation or cloud cover
(Van Hennekeleet al, 2011). Daily climate data were obtained frommieteorological station

at Istres, which is located 20 km from the studg.sthe weather conditions were relatively good
during the study period, with only a few cloudy dalylaximum daily temperatures ranged from
22.4 °C to 34.1 °C (mean = 28.4°C), and RH at myddaged from 28% to 82% (mean = 46%)).
There was no precipitation except on 11 June 20138(mm), 1 July 2012 (6 mm) and 5 July
2012 (0.6 mm). The maximum wind speeds were inahge of 7.8-20.6 m/s (mean = 13.1 m/s)
with very variable wind directions.

Field experimental design

New Nzi traps were used as standard device asitigltipurpose trap for biting flies designed
by Mihok (2002). The efficiency of an odour-baitddi trap was estimated at 20-30% for tsetse
flies and stable flies in Kenya (Mihad al, 2007), and at 91% (45% when unbaited) for three
species of Sudanese tabanids (Mohamed-Ahehed, 2007). No experiments have been
conducted to estimate the efficiency of Nzi trapstémperate tabanids. However, these traps
have previously shown to be very efficient for taiola in the same study site (Baldacchatal,
2012). The blue and black components of the trage wade from the same fabric (SuperMaine
300 g cotton/polyester 65/35%; TDV Industries, Ua¥¥aance). The cone and the back of the
trap were made of polyester mosquito netting. Thpeement consisted of setting up five 4 x 4
Latin squares that were in place from 5 June 2622 3uly 2012.

Four Nzi traps were set up in the open facing \ae200-m intervals along a line running
northeast to southwest, perpendicular to the pregmmhwind. One trap was baited with
ammonia and was used as a control, a second wasl math octenol plus ammonia, a third with
the phenol mixture plus ammonia, and a fourth \agld horse urine.

The phenol mixture consisted of a formulation ofPlshd 3PP at a ratio of 16:1. Such
combinations of phenols have been used to athanids in Canada, but at a ratio of 8:1
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(Mihok & Mulye, 2010). The ratio used in this stuahs more consistent with ratios of these
products in animal urines (Baldacchino, unpublistieth). The phenol mixture (3.05 mL of 4AMP
and 0.19 mL of 3PP) was dispensed in a polyethysachet (0.15-mm walls, surface area 50
cn?) (Torret al, 1997). Octenol (0.76 mL) was dispensed alone, ials polyethylene sachet.
The remaining volume was made up with dioctyl plateato have 4 mL in each sachet.
Approximate release rates at 27 °C from these dsgrs are 0.38 mg/h for 4MP, 0.01 mg/h for
3PP and 0.13 mg/h for octenol (Tetral, 1997). The polyethylene sachets were suspended fr
the central support pole of the trap at 50 cm allbgeground. The 5% ammonia solution and the
aged horse urine were dispensed from 70 mL plagtis (5x7 cm) with a 2.2-cm aperture placed
in the middle of the trap. Mean release rates flmmania and urine were calculated from the loss
of liquid that evaporated in the field at, respesdyy, 7.9 mL/day and 6.8 mL/day. In the cow
urine tested by Mihok and Lange (2012), ammonidexdrdropped from 6140 mg/L to 1480
mg/L, with exposure to air for 19 days. So, it veapected to have similar relative evaporation
rate of ammonia for 5% ammonia solution and fordagarse urine. The concentration of 4MP in
the aged horse urine calculated according to ttabkshed curve was 0.42 mg/L, so the
approximate release rate was 0.12Xa@/h. Octenol and 3PP were detected in the ages®hor
urine at very low levels, 100 times lower than 4MBble 1).

Statistical analyses

Differences in EAG responses between different cmmgs were evaluated using the Mann-
Whitney () test, and differences in EAG responses betwdéreint doses of the same
compound were evaluated using the non-parametricowén signed-rankW) test. The effects
of meteorological conditions on catches were amalyzsing the Spearman’s rank correlatig (
test. Catches from different trap positions antedtint baits were compared using the non-
parametric Kruskal-WallisH) test. Differences in catches between baited anttal traps were
evaluated using the non-parametric Wilcoxon sigraedk (V) test. All analyses were performed
using PAST Version 2.12 (Hammet al, 2001).

Results

Electroantennogram responses

For both species, EAG responses increased in addgsndent fashion for octenol, 4MP, 3PP
and the phenol binary mixture (Fig. 1). EAGs eéidiby 4MP were significantly greater than
those elicited by octenol and 3PP for both spetietest,P<0.001), and EAGs elicited by the
phenol mixture were significantly greater for beffecies in comparison with EAGs elicited by
4MP alone (-test,Pc0.05), except at 1 mg fdr. bromius These results suggest a synergism
between 4MP and 3PP, particularly at lower doses.

EAG responses to aged horse urine of both spe@es wery high, especially fé. quadrifarius
(Fig. 2). ForT. bromiusandA. quadrifarius EAG responses elicited by urine were significantl
greater than EAGs elicited by 4MP alone at 0.001 athough the estimated amount of 4MP on
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a filter paper with aged horse urine was 0.42 X (<<0.0001 mg). Moreover, fé.

quadrifarius there were no significant differences between EA§ponses to urine and EAG
responses to 4MP at higher doses. Finally, ammeasalso tested as a constituent of urine. For
both species, EAGs elicited by 5% ammonia were i@wyand not significantly different from

the negative control (hexane).

Chemical analysis of horse urine volatiles

The chemical composition of aged horse urine odasi@nalyzed by GC-MS consisted mainly
of ketones (11), fatty alcohols (6) and phenolg({&ble 1. A total of 29 compounds were
isolated and identified. The volatile profile wdsarly dominated by one component, 4MP
(79%). Octenol and 3PP were detected in very samadlunts, each accounting for less than 1%
of the volatiles.

Field experiment

A total of 7,684 tabanid females belonging to 1dceps in the genefBabanusAtylotus
Hybomitra PangoniusandChrysopswere trapped (Table 2). Most of these species@remmn
in southeastern France and were already trappibe aame site in 2011 (Baldacchietoal,
2012). The two most abundant species in this siehe Tabanus bromiugN=6270, 81%) and
Atylotus quadrifariugN=1156, 15%) and only these two species were canghifficient
numbers of value.

Daily catches oT. bromiuswere negatively correlated with the maximum windexp (<= 0.52,
P = 0.018), whereas daily catchesfofquadrifariuswere positively correlated with maximum
temperaturer(=0.59,P=0.0006). No significant differences were founatamparisons of the
catches at different trap positions flarbromiusandA. quadrifarius(respectivelyH=4.48,
P=0.21 andH=0.68,P=0.87).

Nzi traps baited with octenol (+ ammonia), the mienixture (+ ammonia) or aged horse urine
significantly increased catchesfbromius(respectively, 2-fold, 1.8-fold and 2.2-fold) aAd
quadrifarius(respectively, 2.8-fold, 2.7-fold and 4.1-fold)aomparison with the control trap
(W-test,Pd0.01) (Fig. 3). No significant differences were tidubetween baits for. bromius
whereas aged horse urine increased catch&safadrifariusin comparison with traps baited
with octenol (V=108.5,p=0.004, significant) or with the phenol mixtuM<£85.5,p=0.15, not
significant) However, the release rate of 4MP frarime (0.12x10 mg/h) was lower than the
release rate of 4AMP from the polyethylene sach88(thg/h). Even if 4MP is the most abundant
constituent of the volatiles emitted by aged hansee, it might not explain the attractiveness of
urine on its own.

Discussion

This study is the first to document EAG and beharabresponses of horse flies to phenols. The
EAG recordings confirm our previous results withemol and aged animal urine (Baldacchato
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al., 2012) and highlight the activity of phenols asmlostimuli for tabanids. We observed a
dose-response relationship with 4MP and 3PP, and gidwed high EAG activity for antennae
of bothT. bromiusandA. quadrifarius whereas 3PP was only moderately active. Previous
studies have shown activity of octenol and thesegtenols for other types of biting flies.
Glossinaspp. show EAG responses to 4MP, but lower than E&gponses to octenol (Den Otter
et al, 1988; Den Otter, 1991), and EAG responses tov@e even lower, except f@lossina
pallidipes(Austen 1903) (Burse#t al, 1988). FoiStomoxys calcitrand.innaeus 1758), EAG
responses to 4MP were also lower than EAG respdasasenol (Schofiel@t al, 1995;
Jeanbourquin & Guerin, 2007b). By contrast, FobromiusandA. quadrifarius 3PP was proved
as active as octenol, 4MP was much more activedhtenol and the phenol mixture elicited the
greatest responses. The response to an odorattrenig not a simple function of the responses
to its individual components and this phenomenaraiked mixture interaction (Laing & Francis,
1989). Such interactions may occur at the periplecaptor level or in the antennal lobe
(Carlsson & Hansson, 2002). Only single-cell elggaitrysiological recordings can demonstrate a
mixture enhancement at the antennal level (Ochétrad, 2002). EAG responses only permit us
to hypothesize about a synergism between 4MP aRd [gticularly at low concentrations
(which would be expected under natural conditioH®\wever, this clearly demonstrates that
horse fly antennae are very sensitive to phenols.

The comparisons between EAG responses to urinéoaddP at different doses showed very
high activity in response to urine, especiallyAorquadrifarius This activity was not due to

4MP alone, as the quantity of 4MP in aged horseeuaipplied to the stimulus filter paper was
much lower (<<0.0001mg) than the doses of 4MP dedtevas also not due to ammonia, as
EAG responses of both tabanid species tested withania were not different than to hexane
alone. In contrast, other studies have reported E&Sponses to ammonia in other
haematophagous insects such as bed bugs, kisggsgahd mosquitoes (Taneja & Guerin, 1997,
Syed & Leal, 2009; Harracet al, 2010). It is likely that the high EAG activityaerded for

horse urine from tabanid antennae is due to seeerapounds present in the mixture. The
significant differences observed in other EAG stsdi the activity of horse and sheep urine are
probably related to their different chemical composs (Baldacchino et al., 2012).

Nearly 30 compounds were detected in volatiles fag®ad horse urine. 4MP was the most
abundant constituent in aged horse urine in outysais has been found for urine and dung
volatiles from ungulates (Okech & Hassanali, 199@dubunyiet al, 1996; Dormongt al,

2010). Octenol and 3PP were detected in small ata@nd may explain the increased EAG
activity of urine for tabanid antennae. Howevernsnather compounds have also been isolated
from aged horse urine. Some have been identifie@diious host odours, such as that of urine,
dung, rumen or even body odour (Madubuetyal, 1996; Gikonycet al, 2002; Jeanbourquin &
Guerin, 2007b; Dormorgt al, 2010). Tsetse fly and stable fly antennae haea lsbown to
respond to several of these compounds, such asdge(d-heptanone, 2- and 3-octanone, 2-
nonanone), fatty alcohols (3-octanol) and phenateifol, ethylphenol) (Den Ottet al, 1988;
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Den Otter, 1991; Schofielet al, 1995; Gikonycet al, 2002; Birkettet al, 2004; Jeanbourquin
& Guerin, 2007b, 2007a). These chemicals may depples in the biological activity of aged
horse urine. Further investigations on animal winging GC coupled EAG recordings are
warranted to identify novel active compounds fdxataid antennal receptor cells and to better
understand their sensory ecology.

In the field experiment, two combinations (octefi@mmonia and a phenol mixture + ammonia)
and aged horse urine were tested as baits versus@malone. The control trap with ammonia
in 2012 collected lesA. quadrifariusthan the unbaited trap in 2011 (7 per day andetdpy,
respectively). The large decrease between theitrgpatios of this species in 2011 (41%) and
2012 (15%) explains this difference.

Ammonia was used as a control because it did meao be an effective attractant on its own.
In a study in the United States, although ammoaiéed canopy traps collected matgbomitra
lasiophthalmaMacquart 1838) by 2.5-fold, they did not collembre Tabanusspp. than unbaited
traps (Hribaret al, 1992; Leprinceet al, 1994), and in Canada, catchetHgbomitraspp. were
not increased using ammonia alone relative to d&aited Nzi trap (Mihok & Lange, 2012).
Ammonia has also been tested in combination witbras in Denmark with canopy traps
(Kristensen & Sommer, 2000) and in Canada withtNgs (Mihok & Lange, 2012), but in both
studies, adding ammonia to an octenol-baited teaprio significant effect. However, ammonia
showed a synergistic effect with phenols and caweuior Hybomitraspp. (Mihok & Lange,
2012).

Results of our field tests indicate that octenaspimmonia and the phenol mixture plus
ammonia significantly increased catche§ obromiusandA. quadrifariusrelative to ammonia
alone. These findings confirm the attractivenessabénol and phenols for temperate tabanids. In
Croatia, octenol enhanced catches of tabanidsest{i®. Krcmaet al, 2005), and a mixture of
octenol, acetone and ammonia (5:3:2) enhancedesfich5 times using canopy traps (S.
Krcmaret al, 2010). In Denmark, canopy traps baited with ogt@md ammonia collected 4.3
times moreHaematopota pluvialigLinnaeus 1758) and 8.6 times maéfgbomitra expollicata
(Pandelle 1883) than unbaited traps (Kristenserofr8er, 2000). In Canada, relative to an
unbaited Nzi trap, catches of horse flies wereiggmtly increased (1.4-2.6 times) with octenol,
depending on the species (Mihok & Mulye, 2010; MildoLange, 2012). However, phenolic
compounds tested alone or in combination showettastmg results in the field. In Croatia,
canopy traps baited with 4MP collected 16 timesamabanids than unbaited traps (S. Krcmarr,
2007), but in Canada, catches were not affectechwriaps were baited with phenols (4MP and
3PP at a ratio of 8:1), except fdybomitra epistatefOsten Sacken 1878), the catches of which
increased 3.2-fold (Mihok & Mulye, 2010; Mihok & bge, 2012). However, phenols in
combination with ammonia and/or octenol resulted ih7-4.1-fold catch increase relative to an
unbaited Nzi trap for some speciedHyfbomitrain Canada (Mihok & Lange, 2012).
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In our study, aged horse urine was also an effectitractant fol. bromiusandA. quadrifarius
Aged animal urine has previously been observeddease catches of temperate tabanids. In
Croatia, aged urine from cows, horses, sheep,grigglonkeys allowed (respectively) 51, 36, 30,
22 and 12 times more tabanids to be collected tindaited canopy traps (Stjepan Krcreaal,
2006; S. Krcmaet al, 2010). In France, aged urine from cows, horsessaeep increased
catches of tabanids 1.6—-3.5-fold relative to udshiNizi traps (Baldacchinet al, 2012).

Moreover, aged equine urine from a pregnant méaion, gelding and mare enhanced catches
of horse flies 6.4, 5.4, 3.9 and 3.5 times, respelgt in comparison with unbaited canopy traps
(S. Krcmar & Lajos, 2011). This confirms that hphtsiology influences the presence and level
of kairomones in host odour, including urine (Tetal, 2006).

Finally, in our experiment, catchesbf bromiusdid not differ significantly for any of the baits.
However, aged horse urine trapped mArguadrifariusin comparison with octenol or the
phenol mixture (significant only for octenol). Tleefindings suggest that (i) tabanid orientation
mediated by olfactory signals is not solely depemd® the concentration of the most abundant
compound of horse urine, because the releasefratd® from aged horse urine was 1000 times
lower than the release rate of 4AMP from polyethglsachets, and that (ii) the attractiveness of
aged horse urine for tabanids may be due to theunebof animal kairomones, probably phenolic
compounds, as has been demonstrated for tsetsé€Bliesellet al, 1988). Host recognition by
tabanids seems to depend on the ratio of hostikg@nd not just on the detection of the
presence or absence of particular compounds. Téchamism has been shown to be used by
phytophagous insects in locating a host plant (Bai@l, 2005). For example, host location in
the grapevine mothobesia botrangDenis & Schiffermiller 1775) is encoded by ageapecific
blend of three terpenoids ubiquitous in plant vitdat(Tasinet al, 2006), and responses of males
of this species to their sex pheromone are impraveéide presence of plant compounds (von Arx
et al, 2012).

The results from the field trapping experimentsndoreflect the results of the EAG recordings.
Indeed, for both species, EAG responses to octeae weak in comparison to EAG responses
to phenols, but there were no differences in cattistween traps baited with either octenol or
phenols. Conversely. quadrifariusshowed strong EAG responses to aged horse urinehwh
appeared to be the most effective attractant irfi¢gfhed Our observations are consistent with a
study in Croatia in which canopy traps baited veitfed donkey urine collected significantly
moreAtylotus loewianugVilleuneuve 1920) than did a mixture of octerametone and ammonia
(5:3:2) (S. Krcmaet al, 2010). However, there were no differences integofTabanusspp.
between these two baits. Taking into account teetedphysiological and behavioural responses
of Atylotusspp., it seems that species of the gektyotusare more sensitive to animal urine and
its phenolic constituents than species of the g@absinus Species’ sensitivity differences to
kairomones may explain differences in the efficatgttractants used for trapping (Gibson &
Torr, 1999; Mihok & Carlson, 2007; Mihok & Mulye20).
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To conclude, our study suggested a synergism batd# and 3PP on tabanid EAG responses
at low concentrations, a combination very likelyoencountered by insects under natural
conditions. Aged horse urine was a very active E@ulus and a good attractant for horse
flies, especiallyA. quadrifarius The attractiveness of urine is due not only soghesence of

4MP and 3PP, but also to the presence of other congs that may act synergistically. Further
investigations using GC linked EAG recordings sdallow these components to be identified
to provide a clearer understanding of the relahgmbetween host odour and tabanid behaviour.
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Table 1. Volatile compounds collected over aged horse utisag solid-phase microextraction (SPME)

RT RI Compound Relative amount
5.98 770 3-Hexanone *
8.77 847 5-Methyl-hexan-2-one *
9.35 863 4-Heptanone *
9.91 878 3-Heptanone *
10.07 882 2-Heptanone *
10.50 894 2-Heptanol *
12.59 949 6-Methyl-5-heptan-2-one *
13.56 974 1-Octen-3-ol *
13.65 977 Phenol *
13.79 980 3-Octanone *
13.95 984 2-Octanone *
14.13 989 3-Octanol *
14.31 994 2-Octanol *
17.18 1077 4-Methylphenol FrAK
17.50 1088 o-Guaiacol *
17.62 1091 2-Nonanone *
17.87 1099 Linalool *
19.36 1147 Dehydro-allo-ocimene *
19.62 1155 3-Nonen-1-ol *
19.89 1164 3-Hydroxy-acetophenone *
20,01 1168 Ethylphenol *
20.17 1173 1-Nonanol *
20.85 1195 -Terpineol *
20.95 1199 Methyl-salicylate *
22.84 1264 3-Propylphenol *
25.51 1360 Glycerine triacetate *
28.09 1459 Dihydro-ionone *
28.27 1467 Dihydro-ionol *
28.39 1471 Geranyl isopropyl alcohol *

RT=retention time (min); RI=retention index
The relative amount of each compound was expresgbdespect to the total volatile compound content
in extracts: *<2%; **2—10%; ***10-50%; ****>50%.



Olfactory and behavioural responses of tabanids to octenol, phenols and aged horse urine

Table 2. Tabanids collected in Nzi traps in the Peau deuMdeeepfold, June—July 2012

Species Total,N
Tabanus bromiu&innaeus 1758 6270
Atylotus quadrifariugLoew 1874) 1156
Atylotus flavoguttatugSzilady 1915) 160
Tabanus regularigaennicke 1866 26
Hybomitra ciureai(Seguy 1937) 15
Tabanus eggerschiner 1868 14
Tabanus sudeticuzeller 1842 11

Tabanus rectusoew 1858

Tabanus cordigeMeigen 1820

Hybomitra expollicatgPandelle 1883)
Hybomitra bimaculatgMacquart 1826)
Tabanus darimonti.eclercq 1964

Pangonius haustellatusabricius 1781
Chrysops caecutiens f. ludefisnnaeus 1758)

P N W oo N ©




Olfactory and behavioural responses of tabanids to octenol, phenols and aged horse urine
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Fig. 1. Electroantennogram (EAG) responses (mean + Sg) df. bromiug(n=10) and ) A.
guadrifarius(n=8) antennae stimulated by 1-octen-3-ol (OCT), &plphenol (3PP), 4-
methylphenol (4MP) and a phenol binary mixture (408PP, 16:1). EAG responses are
normalized using octenol at 1 mg as reference (308% each compound, significant
differences between two successive doses are egpeesby different letters (Wilcoxon signed-

rank testP<0.05)
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Fig. 2. Relative EAG responses (%) f@) (T. bromius(N=10) and ) A. quadrifarius(N=8)
antennae stimulated by ammonia (5%), aged horee (#MP<<0.0001 mg) and 4-methyphenol
(4MP) at increasing doses (mg). Boxplots indichteitter-quartile range (box), the median
value (horizontal line) and 95% range (whiskersphefresponses. Relative EAG response is with
reference to octenol at 1 mg (100%). Differencelative EAG responses between stimuli were
evaluated using the Mann-Whitney test. Signifiadifferences are represented by different
letters P£d0.01)
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3.3. Conclusion chapitre

Cette étude combinée de la physiologie olfactive Tabanidae et de leur comportement vis-a-vis
de différents attractifs permet de mieux comprendsemécanismes olfactifs impliqués dans la
recherche d’hotes.

Les enregistrements des réponses physiologiquemontré que les urines et leurs principaux
composants phénoliques, le 4MP et le 3PP, sorfs atr les récepteurs cellulaires. Le 4MP, le
mélange 4MP:3PP (16:1) et l'urine de cheval vieitlionnent les réponses EAG les plus fortes.
Ceci suggere que les phénols (4MP et 3PP) poutragnen synergie entre eux (notamment a
faibles doses) et méme avec d’autres moléculesmiegsdans I'urine de cheval.

Les collectes sur le terrain montrent une attréétielevée des urines d’ongulés domestiques,
plus spécifiquement pouk. quadrifarius Le 4MP, composant volatil majoritaire des urines
(~80% dans l'urine de cheval) n’explique pas, aduit seul, cette attractivité. Les femelles taons
localiseraient donc leurs hotes grace a la déted® plusieurs molécules volatiles communes
excrétées par les ongulés dans une certaine pi@port

Les différences interspécifiques observées eifitrebromius et A. quadrifarius pourraient
s’expliquer par le nombre et la composition degpéeurs cellulaires présents sur les antennes
chez ces 2 especes. Par ailledrshromiussemble davantage sensible aux stimuli visuels par
rapport aux stimuli olfactifs. Chez les Tabanide@nme chez les glossines, I'importance de la

vision et de I'olfaction dans la localisation dégds serait variable d’une espéce a l'autre.

D’un point de vue méthodologique, ce travail noyseamis de valider un protocole EAG chez
les taons avec l'utilisation de solvants inactifis ks antennes (dichlorométhane et hexane) et
d’'un composé de référence (octénol). Dans la coidéirde ces travaux, l'utilisation de 'EAG
couplé a un chromatographe en phase gazeuse (GQ-BA@nettrait d’identifier tous les
composés actifs présents dans les urines d’onglléentification de ces composés est
indispensable afin de limiter les expérimentatizus le terrain et de tester éventuellement
I'attractivité de différents mélanges. Un mélang®rant, proche de celui excrété par les hotes,
devrait augmenter I'efficacité des outils de piggeaujourd’hui disponibles pour contréler les

populations de taons.



Chapitre 4 : Discussion générale

Les Tabanidae constituent une famille de vectessszapeu étudiée en Europe, comme dans le
reste du monde. L’étude de ces diptéres est diadlleompliquée par la richesse en espéces de ce
groupe, par la diversité des gites larvaires, par tycle de vie peu dépendant des animaux
domestiques et par I'absence de colonies de labm@aiChvalaet al. 1972; Foil & Hogsette
1994; Mullen & Durden 2002; Andree al.2009). Méme si leur impact en santé vétérinaire se
limite le plus souvent & la nuisance occasionnés de fortes pullulations, la réémergence de
I'anémie infectieuse des équidés et de la besseitimvine en Europe de I'ouest, et les foyers de
surra détectés en France et en Espagne, montrenequ role de vecteurs mécaniques est a
prendre en considération dans la lutte contre adadies (Gutierreet al. 2010; Marescat al.
2012; Alvarez-Garciat al.2013) (Chapitre 1).

Le contrdle des populations de taons reste aujburdin défi car il est difficile d’agir sur les
larves (gites multiples, larves inaccessiblesuetes adultes (contact tres bref avec leurs hotes)
(Foil & Hogsette 1994). Tenter de réduire les papiahs de taons a grande échelle et de maniere
durable semble illusoire et I'approche la plusistala ce jour est l'utilisation de dispositifs de
protection afin de diminuer le nombre de pigUrdsiesi par les hotes. En France, la méthode de
lutte la plus utilisée actuellement contre les d@ligs est I'application d'insecticides
(pyréthrinoides de synthése) sur les animaux, noemhen pour-on. Cependant, I'efficacité des
ces produits reste discutable, notamment sur lg terme (concentrations plus faibles sur les
sites préférentiels de piqQre des taons, séled®mésistance) (Valet al. 1999; Mohamed-
Ahmed & Mihok 2009; Pitzeet al. 2010) et leur effet toxique sur I'écosysteme (erdtaune
utile, faune du sol, faune aquatique) est de ptuples mis en avant (Wardhaugh 2005; Beynon
2012).

Dans ce contexte, il était important de mieux caéned’activité des taons dans les estives de
haute-montagne, en particulier dans les Pyrénégson endémique de besnoitiose bovine,
(Chapitre 2) et de réfléchir a des meéthodes prasigefficaces et sélectives pour protéger le
bétail dans ce type d’environnement. Les outilscdetrle comme les pieges attractifs ou les

répulsifs impliqguent d’avoir de bonnes connaissarsg I'olfaction des espéces cibles (Takken



& Knols 2010). C’est pourquoi, nous nous sommesra@gses a la physiologie olfactive des taons

et aux composeés chimiques qui modulent les interactivec leurs hétes (Chapitre 3).

4.1. Nuisance des taons en estive et implicationsd  ans la
transmission de la besnoitiose bovine

4.1.1. Nuisance des taons en estive

Les taons sont des insectes nuisants a causerdslquersistant autour de I'héte, de leur pigare
douloureuse et de la perte de sang consécutivpigires (Mullen & Durden 2002). La nuisance
subie par le bétail est ainsi tres liée a I'abomdades populations de femelles adultes. Les
collectes effectuées sur les parcours mediterran@emtrent que, malgreé la diversité des especes
rencontrées (14 en Crau et 21 en estive), la ncesast constituée, pour I'essentiel, par quelques

especes dominantes.

Que ce soit en plaine ou en montagme,bromiusest I'espéce la plus capturée puisqu’elle
représente 70% des collectes en Crau et 21% destesl en estive (bilan 2011-201Zabanus
bromiusest une espece ubiquiste, largement distribudeuerpe (Chvalat al. 1972; Kr mar et

al. 2010; Altunsoy & Kilic 2012). En Crau, la deuxiensgpéce majeure est quadrifarius
(28%). Cette espéce, qui privilégie les biotopesigiésertiques, a une aire de répartition limitée
au pourtour méditerranéen et au Moyen-Orient (Gheélal. 1972; Mulleret al. 2011). Les
larves deT. bromiuset d’A. quadrifariussont semi-aquatiques et se développent dans laouase
la terre humide autour des points d’eau. Ce sostadpéces « tres agressives » (Rageau &
Mouchet 1967).

En estive,P. aprica est I'espéce la plus abondante (38%). Cette espsicérés répandue en
Europe notamment dans les zones vallonnées. Lesslaont plutbt terrestres et se développent
dans la litiere des foréts (Andreegtal. 2009). LesHybomitraspp. H. auripila, H. caucasica

H. montanaet H. distinguenda représentent 26% des especes collectées. Cesesspent
souvent rencontrées en montagne. Les larvelylbmitra sp. sont généralement aquatiques a

semi-aquatiques (tourbieres, marais, bords despdieau) (Teskey 1969; Auroi 1983).



Haematopota pluvialisenfin, est en faible proportion dans les collecté%) pourtant cette
espece représente pres d’'un quart des piqlresvébsesur les vaches. C’est une espéce tres
commune en Europe, présente dans des biotopes,vamidout a proximité des cours d’eau ou
des milieux lentiques (gites larvaires) (Chvéal.1972; Kr mar 2004).

Les pieges Nzi (Mihok 2002) utilisés dans le catlrda thése se sont révelés tres efficaces pour
la capture des especes moyennes a graidésgmius P. apricg Hybomitraspp.) responsables
de plus de 75% de la nuisance pour les vachestiee.d2ourP. apricg le nombre quotidien de
femelles capturées est d’ailleurs positivementé&érau nombre quotidien de piglres observées
sur les bovins. En revanche, les collectes souswest la présence des especes plus petites, en
particulier H. pluvialis C’est pour cela que nous avons finalement penfatinations sur la

distribution spatiale et temporelle de cette espéce

Nous avons observé une succession des especesadtgsimu cours de la saison estivide (
auripila émergeant fin juin suivi d&. bromiuset P. apricg et un pic d’abondance en juillet-
aolt. Ce profil saisonnier est classiquement oléselnez les taons et il est trés lié aux conditions
climatiques mais aussi a l'altitude et a I'expasitiKr mar 2005b; Hackenberget al. 2009;
Altunsoy & Kilic 2012). Par rapport aux collectestés en plaine, I'activité des taons démarre
beaucoup plus tardivement en montagne. ARsromiusest tres abondant fin juin sur la plaine
de Crau (10 m) alors qu’il trés abondant début aaiis les estives de la Mouline et de Mantet
(>1500 m). Par ailleurs, en estive, 'altitude ugfhce positivemer. auripila et négativemeril.
bromiuset P. aprica On peut ainsi définir des zones plus ou moins@ues en fonction de
I’émergence des principales espéces et de leuibdigon. En début d’été;l. auripila est surtout
abondant dans les zones de haute altitude (>180dlarg qu’en milieu d’été]. bromiuset P.
aprica sont surtout abondants dans les zones de moyérodea( 1800 m). De plus, les zones
fragmentées milieux ouverts — foréts sont partécelnent favorables & bromiuset P. aprica

car elles rassemblent les principaux habitats séoes au cycle de vie des taons : des milieux
humides pour les gites larvaires, du couvert végeétar les sites de repos et des espaces dégages
qui facilitent la localisation des hotes (Kingstetral. 1986; Barros 2001; Andreeed al.2009).



Les collectes de taons au moyen de pieges Nzi ékeésposés selon un gradient altitudinal ont
donc permis de suivre I'abondance des principadgeaes au cours de la saison et d’identifier
des habitats préférentiels. Cependant, afin dexméawactériser la nuisance des taons, il était
important de suivre leur activité atour d’'un troapede bovins, par I'observation directe des
pigUres et par la collecte d’'insectes a I'aide dg@s Nzi mobiles et disposés a proximité des

animaux.

Il est ainsi apparu que la nuisance des taons rélaiivement constante entre 10h et 16h alors
que les suivis journaliers avaient montré un pactivité pour les principales especes entre 11h
et 13h (GMT+1). Seules les femelles pluvialis sont significativement moins actives le matin
(Chvélaet al. 1972). Les conditions climatiques conjointementraament de la journée sont les
déterminants qui conditionnent 'activité de piqdes femelles (Van Hennekeketral.2011). De
plus, en montagne, I'influence des vents thermigessble étre un facteur décisif (Chvala 1979).
Les espéces réagissent aussi differemment auxtisagades conditions climatiques. L’activité
des especes moyennes a grandes (Tabanini, Diaghlest surtout influencée par le vent et
I’humidité alors que celle des especes petites riidd@pini) est surtout influencée par la
température.

L'altitude, quant a elle, a un effet modéré surntambre de piglres des taons et cet effet
s’explique par son influence sur les variables or@légiques (Koérner 2007). En revanche, la
structure paysagere foréts — milieux ouverts neuag influence sur la nuisance. Les taons ont
une grande capacité de vol qui leur permet de rebbe des hétes sur de vastes étendues,
particulierement les espéces de taille moyennardgrP. apricg T. bromiuset Hybomitraspp.)
(Konstantinov 1993). De plus, un troupeau constitone entité trés attractive pour des femelles a

jeun.

Il semble donc difficile pour les animaux d’éviles piqlres de taons dans les estives compte-
tenu de la distribution et de l'activité des prpales espéces. On peut considérer que la nuisance
est maximale lors du pic d’abondance des espécgsitames ({T. bromiuset P. apricg et lors

des journées favorables a leur activité (vent atitité faibles).



4.1.2. Implications dans la transmission de la besn  oitiose bovine

Afin d’évaluer le réle potentiel des taons commetgars mécaniques d’agents pathogenes, il est
nécessaire de bien connaitre leur comportemenigdeepmais aussi leurs préférences trophiques
(Magnarelli 1985). Les principales especes nuisaigtentifiées dans les estives pyrénéennes ont
déja été impliquées dans la transmission mécantpiedifférents pathogenes suite a des
infections expérimentalesT.. bromius(Anaplasma marginale, Bacillus anthracis, Brucedla,
Erysipelothrix rhusopathiaet Francisella tularensis H. montana(A.marginaleet Brucellasp.)

et H. pluvialis (A. marginale, B. anthracis, Brucellap., E. rhusopathiae, F. tularensis
Trypanosoma theileret virus du BVD, bovine viral diarrhea) (Krinsky 2® Boseet al. 1987;
Tarry et al. 1991). Seul le réle vecteur @ aprican’a jamais été évalué. Or, de par sa taille,
cette espéece pourrait étre considérée comme undmiaur meécanique (changement d’hotes plus
fréequent chez les grandes espéces, pieces bucpales contaminées) (Foil 1989). La
transmission mécanique de lI'agent de la besnoitiosgne, Besnoitia besnoitia été demontré
chez des espeéces afrotropicales (Bigalke 1968)s macun résultat d’étude de transmission

expérimentale avec des especes paléarctiquesenfmBlié.

Les pieges Nzi installés dans les estives en 20ttlpermis de collecter 2,4% de femelles
gorgées. Ce résultat apparait satisfaisant audatgta difficulté a collecter, chez les dipteres
hématophages, des individus gorgés. Le piégeagmeperen effet, de collecter beaucoup
d’'insectes mais une faible proportion d’individuzrggs tandis que les captures manuelles, avec
filet ou aspirateur, dans les sites de repos peéentetf’obtenir une plus grande proportion

d’individus gorgés mais seulement un petit nombiresdctes (Friesen & Johnson 2013).

La proportion de repas identifiés a été tres sasiahte (~90%). Les femell@s bromiusse sont
gorgées principalement sur vache, les femeéllesuripila sur sanglier et vache, et les femekes
aprica sur cerf et vache. Aucun repas de sang sur petislés sauvages n’a été détecté (résultat
confirmé dans le parc animalier). La diversité téges identifiés en estive et la détection de
repas mixtes (2 double repas pdurbromius 1 en estive et 1 dans le parc animalier) montrent
queT. bromiuset H. auripila ont un comportement opportuniste pour les mamesféle grande
taille (les bovins étant majoritaires dans lesves). Les troupeaux bovins n’étant pas présents



dans les zones les plus hautes en début d'étdemasllesH. auripila se sont nourries sur
sanglier. Les femelleB. apricaont, elles, montré une certaine préférence pouete(67% des

repas identifiés).

Globalement les cerfs sont apparus comme une soupmetante de sang pour les taons dans les
estives (40% des repas identifiés, équivalent grd@ortion de repas sur vache). Or, depuis 50
ans, les densités et les taux d’occupation des oatf nettement augmenté en France et dans les
autres pays d’Europe (Burbaité & Csanyi 2010; ON@B%2). L'augmentation du nombre de
cerfs associée a l'expansion des foréts daltity@eacia et al. 2011) pourrait favoriser
'augmentation des populations de taons dans lésessdurant les prochaines années. On
remarquera d'ailleurs qu. apricaa représenté plus de la moitié des insectes céspéur 2011.
Actuellement, le rbéle des ongulés sauvages dapsiééiologie de la besnoitiose bovine est mal
connu (Jacquieet al. 2010). Une enquéte sérologique menée dans lenddgéspagnoles a
montré une circulation dBesnoitiasp. chez les cerfs et les chevreuils mais la pogsele
Besnoitia besnoitn’a été confirmée que chez un seul individu dequkaespéce (Gutiérrez-
Expositoaet al.2013).

D’aprés les profils trophiques, il apparait quepesicipales especes de taons en estive sont des
vecteurs potentiels d@esnoitia besnoitchez les bovins et que. apricapourrait jouer un role
important dans la circulation dé¥esnoitiasp. chez les cerfs. Cependant, la transmission de
Besnoitiasp. entre bovins et cerfs semble anecdotique. ft&n, des cerfs et les bovins ne
partagent pas la méme ressource au méme momemer@etial. 2005). De plus, aucun repas de
sang mixte vache-cerf n'a été détecté. La transomsmécanique est donc privilégiée entre les
individus d’une méme espéce puisqu’une femelle derepas est interrompu retourne sur le
méme héte ou sur un hdte situé a proximité (Desopses al.2009).

4.2. Protection des troupeaux dans les espaces natu  rels protéges

En estive, les principales espéces nuisantes Bohtomius P. aprica Hybomitra spp. etH.
pluvialis. Les larves de ces espéces se développent danmilisx différents, aquatiques a

terrestres. Sans doute la grande disponibilité @&eshpermet-elle aux femelles de subvenir



aisément a leurs besoins nutritionnels et repredust Il semble ainsi difficile d’'intervenir sur
les gites larvaires a la fois multiples et diss&sjnou d’éliminer les taons adultes a grande
échelle et de maniere durable. Il convient dongprilglégier des méthodes de protection afin de
réduire le nombre de piqlres sur les animaux. QGgrenla mise en place de telles mesures est
souvent compliquée dans la pratique, par la digpeidu bétail et/ou le manque de contention
des animaux. Le contrdle des populations de taoitgidnc étre envisagé a travers une approche
intégrée couplant différentes méthodes de lutteéthodes chimiques, outils mécaniques,
approches biologiques, conduites d’élevage, gesisrhabitats... Plusieurs d’entre elles ont déja
été testées avec plus ou moins de succées. Nosatéquérmettent d’en évaluer la pertinence dans

le contexte des estives méditerranéennes.

4.2.1. Lutte biologique

Dans tout écosystéme, les espéces sont soumiaegrédiation comme facteur régulateur et les
Tabanidae ne font pas exception a la regle (Joh&sétays 1973). De nombreux prédateurs
vertébrés et invertébrés consomment des taonsta Bélulte, larvaire et d’ceufs (Jackson &
Wilson 1965; Johnson & Hays 1973; Cuisareteal. 1994). Les principaux prédateurs des
femelles adultes sont des guépes de la sous-fameid3embicinae (Tribu Nissonini) (Roberts &
Wilson 1967; Raymond 1989). Quand ces guépes sdivtes autour du bétail, le nombre
d’attaques de taons diminue sensiblement. Malheereant, leur habitat larvaire est tres
spécifique et leur activité saisonniere est beapigolus courte que celle des taons (Foil &
Hogsette 1994).

Les ceufs et les nymphes de taons peuvent ausgiadasites par des hyménopteres parasitoides.
Au Texas (USA), l'utilisation de pontes naturellethgparasitées avetelenomus emersomi
montré des résultats encourageants dans la lutteedes taons (Cuisaneg¢ al. 1994).

Différents types d’agents pathogénes ont égalegténtbservés chez les taons, en particulier les
larves, avec des effets plus ou moins létaux :rd@satodes (Mermithidae) (Poiner 1985), des
champignons Goelomomyces milko{Andreeva 1976), des protozoaires et des spsopEa
(Clark et al. 1984, Legoffet al. 1991).



La diversité des habitats larvaires d’'une partéténogénéité et la complexité des conditions
environnementales propres aux estives d’autrerpadent peu envisageable cette approche qui
nécessite une parfaite connaissance de la biotlgieespéce auxiliaire et de son écologie dans
les ecosystéemes auxquels elle est destinée. iesllsi les essais cités précédemment n'ont pas
abouti a des applications usuelles, une approdiedigue contre les diptéres nuisants est le plus

souvent opérationnelle dans les élevages confBifisemoeet al. 2009).

4.2.2. Interventions sur les habitats

4.2.2.1. Aménagement des habitats

La lutte contre les taons peut étre localementatt en modifiant les habitats favorables a
I'oviposition et au développement des larves parddainage, par I'assechement de zones
humides, par du débroussaillage prés des bergesncare par la suppression des effluents
d’étables (Cuisancet al. 1994). Anderson & Keen (1969) ont démontré qu'vetenue d’eau
temporaire sur les marais salants au moment deipaigon pouvait permettre de réduire les
populations de taons. Au New-Jersey, @rysops atlanticugst trés actif en lisiere de forét
(Hansens & Rabin 1981), le déboisement et le dé&lseollage ont permis de contréler le nombre

de femelles en limitant les sites de repos et gasition (Foil & Hogsette 1994).

Les espaces naturels sensibles font I'objet despdarde modalités de gestion prenant en compte,
a des degrés divers les enjeux agricoles et lellggmatiques conservatoires a I'échelle des
territoires. Neécessairement, cette gestion repoge des mesures et des dispositifs

particuliers (protections réglementaires, plan dstign, documents d’objectifs ou DOCOB pour

les sites Natura 2000, mesures agroenvironnemsrttigtorialisées ou MAEt) autour desquels

sera structurée l'action des différents opérateDis.point de vue des logiques d’acteurs, ces
outils de gestion constituent trés souvent des comig entre les motivations des uns et des
autres. En conséquence, toute nouvelle préconisdtiaménagement qui n’entrerait pas dans le
cadre formel de ces outils de gestion a tres pechdmce de pouvoir étre mise en ceuvre.
Concernant la lutte contre les taons, des mestaesedagement des habitats ne semblent donc
envisageables que dans des zones de nuisance extoBmgue ne sont pas les estives

méditerranéennes.



4272.2. Traitements insecticides dans I'environnement

La pulvérisation d’insecticides a grande écheli&té utilisée contre les larves et les adultes en
Afrique et aux Etats-Unis (Foil & Hogsette 1994ar3 le New-Jersey (USA), la pulvérisation de
pyréthrinoides (resméthrine et perméthrine) a ésillloses sur la végétation a montré une baisse
temporaire (24h) de la nuisance, sans doute liéefidite des femelle€hrysops atlanticusers

des zones non traitées (Hansens 1981).

En France, la pulvérisation de BB4cillus thuringiensisvar. israelensi$ est la seule méthode
utilisée en routine pour la lutte anti-larvaire trenles moustiques (EID Atlantique 2013) et
'usage d’insecticides anti-adulte est réservéxstuations de nuisances tres importantes ou en
cas de risque épidémique €ifculaire DPPR/DGS/DGTO du 21 juin 2001es expériences
précitées, et leur éventuelle généralisation commmyen de lutte, sont donc totalement
inenvisageables actuellement. Concernant le Btireda fait que son efficacité n'a jamais été
évaluée contre les taons, ce larvicide biologigsterendu inutilisable par l'inaccessibilité des

gites larvaires.

4.2.3. Application d’'insecticides sur les animaux

En France, les insecticides sont le principal odél lutte contre les diptéres hématophages.
Plusieurs molécules ont été testées contre les taeec des efficacités variables. Des bovins
traités par pulvérisation avec un mélange de psiréthet de pipéronyl butoxide ont été protégés
contre T. sulcifronspendant trois a cing jours (Bruce & Decker 19319rs d'un essai de
comparaison de différents insecticides, Presleyu&del (1986) ont montré que I'application de
perméthrine 1% en pour-on permettait une proteatmmtreT. abactorpendant au moins deux
semaines, avec une mortalité supérieure a 75%.-fBoue de boucles auriculaires, la méme
perméthrine était efficace plus tard, entre F{®%t la 3™ semaine, avec des mortalités
respectives constatées de 79% et 54%. Ce délammstdoute di a la diffusion progressive du
produit sur le corps de I'animal. Dans cette exg@e, les taux de mortalité constatés avec la
permeéthrine ont toujours été nettement supériewrsuX observés avec les autres insecticides
testés, que ce soit en pulvérisation ou sous-fatmdoucles auriculaires (mortalités toujours

inférieures a 40%). Des boucles auriculaires denpthirine 10% ont permis de protéger des



chevaux contre les pigQres He dissimilispendant un a deux mois (Parasetal. 1989). Des
pulvérisations de fenvalérate a 0,01% et 0,02%dssrbovins ont entrainé, respectivement, des
taux de mortalité ddabanussp. de 67% et 79% (Leprinag al. 1991). Enfin, dans le cadre
d'une campagne de lutte contre les trypanosomas@wales, I'application mensuelle de
cypermeéthrine en pour-on sur des bovins a entnafieéréduction de la densité apparentésde
pallidipesmais aussi de Tabanidae (Lestkal. 1995).

La variabilité des résultats observés est probadaeriée aux molécules utilisées, aux modes
d’application des produits et aux espéces ciblgéessfbilité, comportement de piqdre). Mais le
manque d’efficacité d’'un insecticide semble surtid@ita sa diffusion sur I'animal. En effet, la
concentration de la molécule active n’est pas h@negsur tout le corps ; lorsque les produits
sont utilisés en pour-on ou sous-forme de boualesidaires, les concentrations les plus faibles
sont situées dans la région ventrale et sur leepebtendedt al. 1992; Valeet al. 1999) qui sont
des sites préférentiels de piqdre pour les taonsmBme coup se trouve réduite I'efficacité du
produit et accru le risque de sélection de résigmmux pyréthrinoides qui ont, par ailleurs, été

déja documentées chez les stomoxes (Péizal.2010; Salenet al.2012).

De plus, les bovins ont un comportement de léclhpgefavorise I'ingestion des molécules
appliquées sur la peau et leur élimination dan$dess (Laffontet al.2001). Bourret al. (2005)

ont estimé que 5 & 10% de la quantité totale daméthrine appliquée en pour-on sur une vache
était ingérée par léchage et que 1,6% était exciddds la bouse, ce qui induisait une toxicité
pour la faune coprophile. Ainsi, dans une stratétgelutte intégrée contre les glossines, la
pulvérisation d’insecticides uniquement sur lesemopiquées (pattes et mamelle) s’est avérée
efficace, moins colteuse et moins écotoxique damadsure ou elle a permis d’appliquer une

moindre quantité de produit.

Ce dernier mode d’application pourrait étre adapliz lutte contre les taons puisque ces insectes
piguent majoritairement aux pattes et au pis. Emmepunous avons montré que l'activité des
insectes était concentrée pendant une périodavestagnt courte, de I'ordre de deux a trois
semaines, au cceur de I'été. Une surveillance rieotirdu degré de nuisance pourrait permettre

d’appliquer le traitement au moment opportun ediregant a une unique application pour la



saison. Enfin, les petits ruminants et les jeurmasns étant relativement peu piqués, le traitement
pourrait étre réservé aux bovins adultes (Schoféld@orr 2002; Mohamed-Ahmed & Mihok
20009).

Dans le contexte pastoral, un tel dispositif présemanmoins un inconvénient majeur : au
moment du traitement, puis ensuite chaque foidegianimaux se coucheront (ou se baigneront)
une quantité non négligeable d’'insecticide serpalsee dans I'environnement (Gasseeal.
1997). Cette pollution diffuse se produira en owatvecceur de la saison d’activité de la plupart
des especes d’insectes. Des publications récentemantré que I'exposition des insectes a des
doses non létales d’insecticides pouvait avoimapact important sur leur comportement et sur la
dynamique de leurs populations (Hemityal. 2012; Williamson et Wright 2013). Parallelement,
une érosion tendancielle de la biodiversité estedlement visible en Europe, en particulier pour
des insectes et dans des systéemes prairiaux (Bjesmaé al. 2006; European Environment
Agency 2013). Dans ces conditions, I'utilisationldecides dans des systéemes extensifs au sein
d’écosystemes a forte biodiversité apparait totatfeminappropriée. En revanche, dans
I'hypothése ou un traitement serait rendu obligatgar la réglementation sanitaire, il serait
opportun que cette obligation s’Taccompagne de retamdations strictes reprenant les modalités

gue nous venons de décrire.

4.2.4. Conduites d’élevage

Les mesures de conduites d’élevage qui assurenpratection des animaux contre les taons
reposent sur deux grands principes : mettre a siispo des abris pour les animaux et/ou mener

les animaux loin des habitats « a risques ».

4.2.4.1. Mise en place d’abris

Les taons sont peu enclins & entrer a I'intérieas étables ou de tout autre type de batiments. Un
abri méme sommaire peut suffire a réduire le nondeseattaques (Raymond & Rousseau 1987).
Plusieurs observations montrent que les taonsneréfgoler autour de barrieres plutdt que passer
par-dessus (Foil & Hogsette 1994). Une végétatiensd et relativement haute peut ainsi

constituer une barriére efficace contre les taMwgan & Lee 1977).



Roberts (1972) a observé que des femelles, attpéesun boeuf entouré d’une moustiquaire
(hauteur = 2,4 m), volaient autour de la moustiguaians parvenir a atteindre I'animal. Des
panneaux moustiquaires disposés autour des anipewvent donc constituer un bon outil de
protection. De tels dispositifs, imprégnés d’ingades, ont montré leur efficacité contre les

moustiques et les mouches piqueuses en Afriquea(®tail. 2010; Baueet al.2011).

Dans le cas des parcours d’estive, la mise en mladwis semble d’'un intérét limité dans la
mesure ou les troupeaux allaitants sont souvenbritapts et tres mobiles. Par ailleurs, les
animaux peuvent se mettre naturellement a l'abrpmofitant de la végétation arbustive. En
revanche, dans des systémes laitiers extensifde@ffectifs sont moins importants et plus

confinés a proximité des appareils de traite, dgsogditifs de protection pourraient étre installés.

4.2.4.2. Eviter les habitats « & risques »

L’étude de la distribution des taons dans les estpyrénéennes a montré que les principales
especes étaient tres abondantes dans les mosg@ayssgéeres constituées d'llots boisés et de
clairieres. Ceci confirme les travaux de SheppartivV8son (1977) sur l'activité des taons en
lisiere de forét. De plus, certaines espéces swatrisées par des biotopes particuliers. Ainsi, les
Chrysopsspp. et leHaematopotaspp. étaient-ils trés présents autour du lacitlidi d’Evol.

Or, ces especes sont surtout actives a proximitéewte gites larvaires (Chvalet al. 1972).
Spontanément, les animaux s’éloignent des halita¢stiers ou se regroupent sur des collines
exposées au vent durant les périodes de forteslatidns de taons (Duncan & Cowtan 1980;
Powell et al. 2006). La gestion des parcours pourrait ainsi pérs d’éloigner le bétail des

habitats ou les populations de taons sont lesgiloadantes.

Dans les estives pyrénéennes parcourues par dgge#ux allaitants, une telle solution pourrait
étre utile en juillet — aodt. Elle impliquerait queendant les journées les plus chaudes, les
troupeaux soient conduits dans les secteurs les huts, & 200 metres au moins des lisieres
forestiéres propicesR. apricaetT. bromius L’activité de vol des insectes étant étroiten e

aux conditions météorologiques, les animaux poamtaiedescendre a la faveur des changements
de temps. Nos travaux sur le comportement de pigyiamt été conduits durant des journées

propices a l'activité des femelles, nous ne sommaeureusement pas en mesure de définir les



seuils thermiques ou aérologiques a partir desdaslsaons sont dans I'impossibilité de voler.
La définition de préconisations de conduites visaméduire la nuisance nécessiterait donc de
mieux connaitre la physiologie des espéces domeésariDe telles préconisations devraient
également étre confrontées aux contraintes pastofdisponibilité en ressources fourragéres,
capacité de déplacement des troupeaux...) pour r@ggrées dans une analyse systémique des

parcours.

4.2.5. Stratégie « push-pull »

Les stratégies « push-pull » ont montré leur efftéadans le contrdle des ravageurs de plantes et
elles sont de plus en plus évaluées contre legrédpthématophages, comme par exemple
aegyptien Thailande (Salazat al.2013). Le principe est, d’'une part, de repoussgugh») les
insectes a distance de leurs hétes grace a desutedéépulsives, et d’autre part, d’utiliser des

dispositifs attractifs pour capturer (« pull ») iesectes (Logan & Birkett 2007).

4.2.5.1. Répulsifs

Les répulsifs sont des substances qui agisserefoeat ou a distance et qui empéchent l'insecte
de s’approcher, de se poser ou de piquer (Steli Meal.2010). On distingue généralement les
répulsifs synthétiques (N,N-diéthyl-3-méthylbenzdeni(DEET), IR3535, Picaridine...) des

répulsifs a base d’huiles essentiellegfibopogorspp.,Ocimumspp.,Eucalyptusspp...).

Du DEET appliqué sous forme de sprays aérosolssacdecentrations €levés (75%) sur des
vaches et des chevaux a montré une efficacité deddhcontre certaines especes de taons. Mais
des effets secondaires ont été observés apresatppli sur les animaux : dermatite, exfoliation,
hypersalivation (Palmer 1969; Blumet al. 1971). Du N,N-diéthyl-phénylacétamide et du
phtalate de diméthyle ont aussi été utilisés enrégmation sur des toiles de jute servant de
couvertures a des vaches et a des mules pourdésgpr contre les mouches et les taons (Rao
1987). La pulvérisation d’'une émulsion d’oxamat&e8ur des vaches a démontré une action
répulsive pendant 12h contre les taons (Migtaal. 1987). Plus récemment, Stndgral. (2011)

ont comparé un produit répulsif a base d’huilesemsslles "Bremsen-Frei-Plus" (Co. Dr.

Schaette AG, Bad Waldsee, Germany) a un insectiaidease de perméthrine "Well-care

&



emulsion” (Co. Essex Tierarznei, Minchen, Germa@gps deux produits ont permis de protéger
les chevaux contre moustiques, mouches et taordapepres de 50h (Sundet al. 2011). Les

réactions de défense ont été moins fréquenteslebehevaux traités avec la perméthrine.

En pratique, les répulsifs peuvent étre appliquéscttment sur les animaux mais d’autres
dispositifs ont été testés chez les mouches pigsedhuet al. (2010) ont utilisé des granulés a
base d’huile essentielle déepeta cataria dispersés sur le fumier, pour protéger des jeunes
bovins contreS. calcitrans Toutefois, ce procédé est utilisable dans desspayais pas sur des
patures. Betet al. (2010) ont, quant a eux, testé l'efficacité delierd équipés de diffuseurs
pouvant étre rechargés régulierement en répulsimgthoxy-4-méthylphénol) contre les

glossines.

L’identification de composeés répulsifs contre lagarts faisait partie des objectifs initiaux de notre
travail. Apres quelques essais, il est rapidem@plaa qu’il serait extrémement difficile de
soumettre les taons a des tests comportementauabatatoire et qu'il fallait réfléchir & un
protocole facile a mettre en place sur le terr@inez les glossines, des pieges Epsilon et NG2G
ont été utilisés pour tester l'effet répulsif duagcol (2-méthoxyphénol) et de molécules
analogues (Toret al.1996; Saini & Hassanali 2007). Chez les taons,saue expérience de ce
type a été réalisée de maniere fortuite par etadll. (1998). Un effet répulsif du « Swormlure-4 »
(Mackley & Brown, 1984) — initialement utilisé poattirer les Calliphoridae — a été observé sur
les femelles taons d’apres des collectes sur baadtessives noires (30x30 cm).

Apres avoir montré, en cage de vol, l'efficacitpulsive de I'huile essentielle d@ymbopogon
citratus surS. calcitrans(Annexe 6), hous avons congu et mis en place ypérience avec des
pieges Nzi pour évaluer l'efficacité de difféerenépulsifs, dont I'huile essentielle de citronnelle,
contre les taons en milieu naturel. Malheureusefrdmimauvaises conditions météorologiques
lors du printemps et de I'été 2013 nous ont contsad interrompre I'expérience avant de pouvoir

disposer de résultats exploitables.

L'usage des répulsifs est limité par leur grandiatidé et leur courte durée d’action (quelques
heures le plus souvent). L'utilisation de ces cosdsodans des dispositifs opérationnels

nécessiterait donc au préalable de mettre au pEstprocédés d’'application permettant d’en



prolonger I'action (Bettet al. 2010). Des procédés d’encapsulation, de hautenitgth
permettant la diffusion progressive de composésti®lont déja été développés par les
industries cosmétique et textile. Malheureusenikast a craindre que de telles techniques aient
un codt difficilement conciliable avec les conttam économiques de |'élevage extensif.
L’alternative consisterait a pouvoir automatisepplication du produit pour que les animaux
puissent étre efficacement protégés les jours de fauisance. Ceci est envisageable pour des
troupeaux laitiers manipulés quotidiennement.

4.2.5.2. Pieges attractifs

Le principe du piégeage consiste a intercepteinkectes a la recherche d’'un héte en les attirant
a l'intérieur de pieges grace a des signaux viseelglfactifs (Bouyeret al. 2005; Takken &
Knols 2010). Il s’agit d’'un outil efficace pourétude et la surveillance des vecteurs mais aussi
pour la protection des hotes et le contréle desilatipns d’insectes. Pour les taons, différents
types de piéges ont été mis au point afin d’améliteur attractivité (nombre de taons attirés) et

leur efficacité (hombre de taons capturés parmx cgu sont attirés) (Encart 4).

Wilson (1968) a été le premier a tester la techaidw piégeage comme outil de protection contre
les taons. Il a montré une diminution des attaguede bétail grace a linstallation autour d’'un
troupeau de pieges collants associés a une sowce€C@. Les populations de taons
(majoritairementT. lineola et T. fuscicostatysdiminuaient pendant les 3-4 jours de piégeage,
mais augmentaient a nouveau quelques jours apresrdét du dispositif. Deux études menées a
grande échelle sur plusieurs années ont montréngoiégeage régulier pouvait permettre de
réduire les populations de taons (Wall & DoaneQB0} Pavlova 1985). La premiére étude a été
conduite pres des marais salants du Massachu&ki) (avec des « box trap », la deuxieme
dans les paturages du Tioumen (Russie) avec dgespManitoba. Les deux études ont permis
d’obtenir une diminution importante du nombre denta collectés, respectivement, de 60% sur
trois ans et de 77 a 92% sur six ans. Toutefois,Eats-Unis, I'élimination des populations de
T. nigrovittatus espece la plus abondante, a été considérée canpossible sur du long-terme,
les femelles étant autogenes. Or, les pieges @tiiprincipalement des femelles a la recherche
d’un héte vertébre aprés leur premiere ponte (\&&loane Jr 1980).



En pratique, le piégeage autour des animaux aett@yalué comme méthode de protection. Les
pieges Nzi sont tres attractifs pour les taon®eet éfficacité a été évaluée a prés de 45%, sans
appat, pour des espéces afrotropicales (Mohamededbt al. 2007). En France, les piéges Nzi
se sont avérés tres efficaces aussi bien en ptpren montagne, spécifiguement pour les
especes moyennes a grandes. L'utilisation de piagesctifs comme les pieges Nzi pourrait
donc étre envisagée dans les zones pastorales.cBRigieges peuvent capturer également des

dipteres pollinisateurs (syrphes, abeilles, papsd)cet ainsi affecter la biodiversité du milieu.

Il est donc important d’optimiser les dispositife ¢iégeages : attractivité, efficacité et
spécificité. L'identification des molécules sémioulgues qui modulent les relations entre les
taons et leurs hotes est un moyen d’améliorerdetitvité des pieges. Nous avons pu valider au
cours de cette these un protocole EAG pour lesstabftAG est une premiere étape dans
l'investigation des composés sémiochimiques. Dansagcond temps, les expérimentations sur le
terrain grace au piégeage doivent permettre dectésiser le comportement des taons en
présence de différentes odeurs. Les expériencésneel de vol ont été tres utilisées chez les
stomoxes et les glossines (Schofield & Brady 19@anbourquin & Guerin 2007; Harraegal.
2009) mais cette technique parait peu envisagediae les taons a cause de leur vol puissant
(Nachtigall 2004).

Les techniques d’écologie chimique nous ont pedeisiieux comprendre la sensibilité olfactive
des taons et notamment les différences interspéeii qui existent. Nos travaux ont montré que
'urine de cheval et certains de ses constituahtngliques, en particulier le 4MP, sont des
odeurs tres actives sur les récepteurs celluldessantennes et trés attractives sur le terrais, pl
spécifiguement pouA. quadrifarius Les urines d’ongulés ont egalement montré unée for
attractivité chez d’autres especes tempérées (Mghdulye 2010; Kr mar & Lajos 2011). Nos
résultats suggéerent que les molécules activesmessédans les urines agissent en synergie. Or,
Mihok & Lange (2012) ont déja démontré un effetesgique entre 'ammoniaque et les phénols.
Il serait intéressant de poursuivre les étudeslesikairomones afin d’identifier de nouvelles

molécules attractives et de les tester en associati



De plus, nous avons montré des différences énttemomiuset A. quadrifariusconcernant les
réponses physiologiques et comportementales vis-@les odeurs testées. Ces observations
peuvent expliquer les différences de collecteseerdbanusspp. etAtylotusspp. rencontrées en
Croatie lors de piégeage avec des attractifs vgiésmar et al. 2010). Il semblerait en
particulier queT. bromiussoit plus sensible aux stimuli visuelsAetquadrifariusplus sensible
aux stimuli olfactifs. De telles différences de sbilité ont pu étre observées entre différentes
especes de glossines (Torr & Solano 2010). D’'umtpdé vue pratique, il est donc essentiel de
connaitre la sensibilité générale des espécedusscpmmunesR. aprica, H. pluvialis...) afin
d’adapter au mieux les dispositifs de protectiors deoupeaux. Le couplage d’attractifs
sémiochimiques avec les attractifs visuels que tdaest les pieges peut en effet augmenter

considérablement les captures mais demeure pluglerena mettre en ceuvre.

Incontestablement, I'utilisation de piéges attfactie type Nzi peut étre envisagée comme une
solution opérationnelle pour protéger les troupeauxpaturage. Outre leur efficacité, que nos
travaux n’ont fait que confirmer dans un contextéditerranéen, ces pieges présentent deux
avantages essentiels : leur simplicité d'utilisatet leur relative spécificité. Pour protéger le
bétail contre un nombre limité d’espéces nuisadteg I'abondance varie fortement au cours du
temps et en fonction des milieux, ces piéges pmnté&tre mis en place, activés ou déplacés par
I'éleveur ou le vacher en fonction de la géne olferau cours de la saison d’estive. Selon la
dispersion du troupeau un nombre limité de pieges ptre suffisant. Dans la perspective d'une
utilisation dans des écosystémes sensibles etg@mtéa spécificité des pieges doit étre évaluée
avec preécision. Les insectes « non cibles » captawéours de I'inventaire de 2011 ont d’ailleurs

été conservés a cette fin et devront faire I'objehe analyse exhaustive.



Encart 4 : Pieges contre les Tabanidae

La premiere technique de capture a été adoptéelgmgtossines
au début du siecle. Il s’agissait de simples écrams enduits de
glue (Challier & Laveissiere 1973). Puis, des \aflies pieges
« tridimensionnels » ont été mis au point poureluttontre les
glossines, mais aussi les stomoxes et les taonsiéhgeage est un
outil efficace d’étude, de surveillance, de pratectet de lutte
vectorielle (Bouyeet al.2005).

Figure A. Piege Cano| Il existe des pieges d’interception comme les Eégalaise qui
(in http://www.nzitrap.com sont peu speécifiques et des pieges attractifs gkméent plus
spécifiques. Pour les mouches piqueuses, différantieles sont
utilisés : Canopy (Fig. A), Nzi (Fig. B), Tetra, IRGEpsilon,

biconique (Fig. C), Vavoua (Fig. D), pyramidal, @&tpiege,
Manitoba, Epps... (Mihok 2013; Thompson 1969; Chalike

Laveissiere 1973; Laveissiere & Grebaut 1990; Hréiaal. 1991,

Mihok 2002; Bouyeret al. 2005). Les types de pieges varient par
la forme, la couleur et le matériel utilisé. Leeges attractifs sont
des leurres visuels auxquels est associée éveamhezit une odeur
attractive (Bouyer et al. 2005). Ces piéges collecten
majoritairement des femelles a la recherche d’'ue hértébré.

Figure B. Pieége Nzi (L. puech, 20.

Les collectes de Tabanidae peuvent étre tres Vesiaktun piege a
l'autre. Les pieges Nzi et les pieges Canopy oattks utilisés
ces derniéres années pour la collecte de taonspieges Nzi se
sont révélés les plus efficaces. En Afrique, lelfectes avec les
deux types de piéges étaient similaires (Mihok 2002n
_ . o revanche, en Ameérique du Nord, les piéges Nzi ctalent 5 fois
?ﬁ%ﬁ;;’:ﬁ:ﬁgggg plus dg taons gue les piéges anopy (Mikoblal. 2006) et, en
Figure D. Piége Vavoua Australie, les pieges Nzi capturaient un plus graachbre (x4,5)
(P. Jay-Robert, 2011) et une plus grande variété (x1,5) de taons queiéges Canopy
(Van Hennekeleet al.2008).

Récemment, Horvatét al. (2008) ont montré que les taons étaient
attirés par la lumiére polarisée et ce comportenaegté utilisé
pour le développement de nouveaux types de pi&jabdet al.
2012b; Egriet al.2013a; Egret al.2013b). Ces pieges permetten
de collecter a la fois des males et des femellas Wersion
commerciale, dénommée le piége Tabanoid, est elmdl
disponible (MFKK 2011) (Fig. E).

—

Figure E.Piege Tabano
(in http://www.tabanoid.coin




4.3. Perspectives

Dans la continuité des travaux de thése, plusiexes de recherches se dégagent autour i) de la
capacité des taons d’Europe a transmettre 'agena desnoitiose bovine dans la nature, ii) de
I'efficacité du piégeage dans la protection desitmviii) et de I'implication de la vision et de

I'olfaction dans la recherche d’hotes chez lestddhtes espéces de taons.

Prédire le réle des espéces dominantes de taons dan s la transmission mécanique
de Besnoitia besnoiti

Nos travaux en estive ont montré que seules quelgspeces abondantes devaient étre
considérées comme des especes nuisibles. La c@apdeit ces especes a transmettre
mécaniquemenBesnoitia besnoitidevrait étre évaluée expérimentalement comme @efé
démontré par Bigalke (1968) avec des especes @bioales de lapin a vache, ou entre vaches.
Depuis, Liénarcet al. (2013) ont mis au point un protocole avec des ngseurs artificiels qui a
permis de montrer qU&. calcitrangpouvait transmettre les parasites sur substiiéficesta partir
d’'une génisse présentant une infection chroniguieedaoitiose bovine. Un tel dispositif pourrait
étre adapté au mode de gorgement des femelles {Bawener et al. 2007) pour étudier la
capacité des principales espéces a transnigdgeoitia besnoiti.

Parallelement a cela, pour pouvoir prédire le didechaque espece dans I'épidémiologie de la
besnoitiose, il est important de décrire plus @&tient leur comportement de piqdre : repas de
sang frequemment interrompu ou pas, repas comptetirs méme individu ou plusieurs repas
partiels nécessaires, propension a changer d’'ohdivi (Muzari et al. 2010b). Les résultats
observés suf. bromius(espece abondante, longue période d’activité srepate) font de cette

espece un vecteur potentiellement tres efficace @anature.

Evaluer I'efficacité des piéges pour protéger lest  roupeaux

Les collectes menées dans un contexte de paturagnsd typique de [larriere-pays
méditerranéen ont confirmé l'efficacité des pieesdéja démontrée a travers le monde (Mihok
2002; Mihok 2006; Van Hennekeler 2008). Toutefoss,contexte n'est pas le plus propice pour
évaluer la qualité de la protection offerte par pésges. A la suite de nos travaux, une étude

devrait donc étre menée avec des animaux plusném(a l'intérieur d’'une parcelle) et dans un



environnement plus homogene pour estimer I'effepidgeage sur les populations de taons et sur
la nuisance pour les bovins.

Une telle étude est en cours de réalisation ansauwee these vétérinaire conduite dans les Alpes
francaises autour d’un troupeau laitier. Le pr@&INITEL a également été monté par I'Institut
Ikare (Institut Karibéen et Amazonien de I'élevageyur tester I'efficacité des piéges dans les
élevages guyanais. Ces travaux devraient fournir éléments pratiques sur lintensité du
piégeage a maintenir pour obtenir une protectionimale des animaux durant la période

d’activité des taons.

Mieux comprendre les différences de sensibilité ent re especes

A travers I'étude de la physiologie olfactive daudespéces de taons et de leurs réponses a des
odeurs variées, il est apparu que des différeneesedsibilité olfactive, mais aussi visuelle,
pouvaient exister selon les espéces de TabanidaBmé chez les Glossinidae, I'importance de
la vision et de I'olfaction semble ainsi variableite espece a l'autre (Torr & Solano 2010).
Récemment, il a été démontré que les rayures otadbes sur le pelage d’'un animal attiraient
moins les taons qu’un pelage uniforme. Blah&l. (2013) ont alors comparé l'attractivité d’'une
cible rayée associé a un attractif olfactif (G&'ou ammoniaque) a une cible uniformément
noire, avec ou sans le méme attractif olfactif. l@lement, la cible rayée a toujours été moins
attractive que la cible noire. Malheureusementelgseces de taons n’'ont pu étre identifiées au
cours de cette expérience et il est impossibleigesdi certaines especes étaient plus ou moins
sensibles aux différents stimuli. Il serait intéi@st de renouveler ce type de d’expérimentation
combinant des signaux visuels et olfactifs afinndieux cerner la sensibilité des différentes
especes et I'importance de chaque sens mis enges k& recherche d’hotes, toujours dans

I'optique d’optimiser et d’adapter les dispositifis piégeages aux espéces les plus abondantes.
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Annexes

Annexe 1. Transmission of pathogens by  Stomoxys flies (Diptera,
Muscidae): a review







































Annexe 2. Agents pathogenes associés aux Tabanidae (d’apres
Krinsky et al. 1976















Annexe 3. Clé d'identification des Tabanidae de Fra nce (d’apres
Chvala et al. 1972)














































































Annexe 4. Réponses des Tabanidae au CO ,






Annexe 5. Réponses des Tabanidae a différents attra  ctifs (autres que
le CO,)












Annexe 6. The repellency of lemongrass oil against stable flies, tested
using video tracking
























