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Risk assessment and mitigation of Vectobac® WG

used for larval mosquito control in wetlands of the French Atlantic coast
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Along the French Atlantic coast, EID Atlantique conducts mosquito control programs in ca. 65,000 ha of wetlands. The control strategy is based on hydraulic management and larvicide applications. The
applications use Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) formulated as Vectobac®. EID Atlantique has the objective to consider the specific wetlands sensitivity. In this purpose a response protocol differentiated
in space and time has been developed. It allows to use "the right dose at the right place".

1- Assessing the risk of Vectobac® to non-target aquatic invertebrate communities

In 2006 and 2007, the effects of Vectobac® WG and 12AS on non-
target invertebrates were assessed in saltmarsh pools of the
experimental site of Locoal-Mendon (Morbihan, Southern Brittany;
47°42'30"N - 03°07'48"W ). A part of this wetland (ca. 1 ha) was
delimited as a reference area before the beginning of the mosquito
control program in 1998, and it has never been exposed to
larvicides. The rest of the site has been subjected to larvicide
treatments with Vectobac® 12AS since 1998 in order to control
Ochlerotatus caspius and Oc. detritus larvae.

Vectobac® 12AS (11.6% Bti at 1200 International Toxic Units-ITU
per mg, i.e., 923.96 g a.i. L''; Valent Biosciences, Libertyville, IL,
USA) was applied at 0.5 L ha' whereas Vectobac® WG (37.4% Bti
at 3000 ITU mg; Valent Biosciences, Libertyville, IL, USA) was
applied at 0.4 kg ha'. This resulted in equivalent applied
concentrations of Bti (ca. 500 10° ITU ha'!).

Invertebrate sampling was scheduled in order to encompass the
whole treatment period. The first and the last samples were
collected a few weeks before and after the first and the last
treatment dates, respectively. Samples were collected on 6 dates
in 2006 (March 21, May 04, June 14, July 25, September 05, and
October 17) and 4 dates in 2007 (February 21, April 04, June 25,
and September 11) using a stainless steel hand-driven cylindrical
corer (20 cm inner diameter, 50 cm height). The abundance of the
various taxa found in both the water and sediment were
determined.
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Principal response curves (PRC) resulting from invertebrate
dataset analysis. The curves represent the time-changes in taxa
abundance in treated zones (black symbols), as compared to the
control (white symbols; horizontal line), expressed as regression
coefficients (Cy,) of the PRC model. Species weights (b,) can be
interpreted as the affinity of the taxon to the principal response.
Only species with a weight superior to 0.5 or inferior to -0.5 are
shown. Results for Monte Carlo permutation test for each
sampling date: ** 0.001 < p < 0.01; * 0.01 < p < 0.05. The
interruption of the lines corresponds to drying of the pools which
prevented sampling.

Changes in mean + s.e. (standard error; n = 5) abundance of the
four groups of invertebrates considered as major food resources
for waterfowl in control, Vectobac® 12AS- and Vectobac® WG-
treated pools. The triangles indicate the dates of larvicide
applications in the study area. A, Nereis diversicolor,
B, Corophium sp.; C, Chironomini larvae; D, Orthocladiinae
larvae. Different letters indicate significant differences according
to Tukey's post-hoc test following GLM analysis or ANOVA
(p < 0.05).

More details are available in Caquet et al. Ecotoxicology and Environmental Safety, 2011, 74, 1122-1130 .

2- Reducing the doses of Vectobac®WG

Trials were conducted in 2009 in an experimental area of ca. 1.8 ha located near the Penerf River (Morbihan, France). In this site, production of Ochlerotatus caspius and
Oc. detritus occurs at high tide, nearly every month. The method used is the same as the protocol routinely implemented by EID Atlantique for the regulation of target species.
After flooding of breeding sites, a survey was carried out using 3 liters white plastic containers of standard size (22x22x9cm) following the Carron method to estimate the
abundance of Ochlerotoatus sp. larvae (). Treatments were applied on three parcels using SOLO 473P sprayers calibrated to apply specific dosages of Vectobac® WG
(150, 250 and 350x106 ITU ha'"). From April to September 2009, 5 applications were performed in each area. Non treated surrounding areas were used as controls. The
efficiency of the treatments was checked 24, 48 and 72 h after the larvicide application using Carron abacus 5("). Data were analyzed using ANOVA on arcsine-transformed

mortality values.
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48h
Time after treatment

On the three observation dates, there was no significant
differences in mortality percentages between the three doses.
Mean + s.e. mortality percentage 72h after the treatment was
92 + 4.8 %. Initial larvae density, ranging from Class 1 to 5, did
not have any significant effect on treatment efficiency.

Conclusi

Hydroperiod and pool drying played a major role in dynamics of non-target invertebrate communities.
No adverse effects of the treatments were shown on the abundance of Nereis diversicolor,
Corophium sp. and midge larvae, suggesting that these food sources for birds were not negatively
affected. Overall, as currently performed in Atlantic coastal wetlands, land-based treatments of
saltmarsh pools for larval mosquito control with Bti, used either as Vectobac® WG or 12AS at
equivalent applied doses (ca. 500 108 ITU ha), did not adversely impact non-target aquatic

invertebrates.

Influence of water temperature

Mean (£ s.e.) mortality (%)

[15-20]

Water temperature (°C)
Water temperature influenced the short term efficiency of
Vectobac® WG. Mortality 24 h after the treatment was significantly
lower when water temperature was inferior to 15°C (p < 0.001).
For higher water temperature values, no significant differences
were observed.

ITU.ha").

(1) Carron A., Duchet C., Gaven B. & Lagneau C., 2003. An easy field method for estimating the abundance of culicid larval instars. Journal of the American Mosquito Control Association 19: 353-360

Influence of larval instar

Mean ( s.e.) mortality (%)

L2 L3
Larval instar

There was a negative trend between larval instar and mean
mortality 24 h after treatment, suggesting that susceptibility was
higher for younger larvae. However, it was not statistically
significant (p = 0.193), probably because L4 instars were
observed only on one date, which reduced the power of the test.

The lowest dosage of Vectobac® WG provided an efficient control of mosquito larvae, under defined

conditions of water temperature and, presumably, present larval instars. Therefore, in order to

optimize larvicidal treatments, EID Atlantique has improved its routine protocole :

- Treatments are applied preferably on young Iq1rvae, until L3 instar. .

- Dosaqe has been reduced to 350 10" ITU.ha " (as compared to the authorized dosage of 1,150 10
)

- For water temperature above 15°C, dosage has been reduced to 150x1 0° IMUha".

E-mail contact : sebastien.chouin@eidatlantique.eu
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Evaluation du risque et réduction des doses d’emploi du Vectobac® WG
utilisé pour la régulation des larves de moustiques
dans les zones humides de la cote atlantique francaise
S. Chouin', B. Le Hunsec', L. Thibaud', J. de Maupeou’, M. Roucaute?, Th. Caquet?, L. Lagadic?
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Le long de la cote Atlantique francaise, I'EID Atlantique conduit des programmes de contréle des populations de moustiques sur environ 65 000 ha de zones humides. La stratégie d'intervention est basée sur la
gestion hydraulique et des traitements larvicides. Ces traitements utilisent le Vectobac® WG a base de Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bi). Afin de prendre en compte la sensibilité des zones humides,
I'EID Atlantique a développé un protocole d'intervention différenciée dans I'espace et dans le temps, en utilisant «la bonne dose au bon endroit». Les travaux présentés ici consistent a évaluer I'efficacité de cette

stratégie au travers (1) de I'évaluation du risque écotoxicologique du Vectobac® pour les invertébrés aquatiques non cibles et (2) de la réduction des doses d'emploi du Vectobac® WG.

1- Evaluation du risque du Vectobac® sur les communautés d’invertébrés aquatiques non-cibles

En 2006 et 2007, les effets potentiels des formulations WG et
12AS du Vectobac® sur les invertébrés aquatiques non-cibles ont
été évalués dans des mares temporaires salées dans le site
expérimental de Locoal-Mendon (Morbihan). Une partie des mares
a été délimitée comme secteur de référence avant le début du
programme de contréle des moustiques en 1998 et n'a jamais été
exposée aux traitements larvicides. Le reste du site a été soumis
au Vectobac® 12AS depuis 1998 pour contrdler les populations
larvaires d’Ochlerotatus caspius et Oc. detritus .

Le Vectobac® 12AS (11.6 % Bti a 1200 Unités Toxiques
Internationales par mg, soit 923.96 g a.i. I'"; Valent Biosciences,
Libertyville, IL, USA) a été appliqué a 0.5 L. ha' tandis que le
Vectobac® WG (37.4 % Bti @ 3000 mg UTI"; Valent Biosciences,
Libertyville, IL, USA) a été appliqué a 0.4 kg ha™'. Ainsi, les doses
de Bti appliquées sont équivalentes (environ 500.108 UTI ha'?).

L'échantillonnage des invertébrés a été réalisé de fagon a
englober lintégralit¢ de la période des traitements. Les
échantillons ont été prélevés sur 6 dates en 2006 (21 mars, 04
mai, 14 juin, 25 juillet, 05 septembre et 17 octobre) et 4 dates en
2007 (21 février, 04 avril, 25 juin et 11 septembre) a l'aide d'un
carottier en acier inoxydable (diamétre intérieur 20 cm, hauteur 50
cm). L'abondance des différents taxons a été déterminée dans le
sédiment et dans le surnageant.
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Courbes de réponse principale (PRC) résultant de I'analyse des
données d’abondance des invertébrés aquatiques non-cibles. Les
courbes représentent les variations temporelles de I'abondance
des taxons dans les zones traitées (symboles noirs), en
comparaison avec les zones témoins (symboles blancs; ligne
horizontale), exprimées par les coefficients de régression (Cdt).
Le poids des especes (b,) peut étre interprété comme ['affinité du
taxon pour la réponse principale. La significativité des différences
entre zone traitée et zone témoin a été testée par permutation de
Monte Carlo pour chaque date d'échantillonnage : ** 0.001 < p <
0.01; * 0.01 < p < 0.05. L'interruption des lignes correspond a
I'asséchement des mares qui a empéché I'échantillonnage.

Variations des valeurs moyennes + ES (erreur-standard; n = 5)
d’abondance de quatre groupes d'invertébrés considérés comme
une ressource alimentaire majeure pour les oiseaux, dans les
zones témoins et traitées au Vectobac® 12AS et au VectoBac®
WG. Les triangles indiquent les dates des traitements larvicides.
A, Nereis diversicolor, B, Corophium sp.; C, larves de
Chironomini; D, larves d'Orthocladiinae. Les lettres différentes
indiquent des différences significatives, selon le test post-hoc de
Tukey réalisé a la suite d'une analyse par GLM ou par ANOVA
(p < 0.05).

Informations complémentaires disponibles dans Caquet et al. Ecotoxicology and Environmental Safety, 2011, 74, 1122-1130 .

mploi du Vectobac®WG

Les tests ont été conduits en 2009 dans un secteur expérimental d’environ 1,8 ha situé pres de la Riviere de Pénerf (Morbihan). Sur ce site, la production d'Ochlerotatus
caspius et Oc. detritus est déclenchée a chaque grande marée, presque chaque mois. La méthode utilisée correspond au protocole habituel mis en ceuvre par I'EID Atlantique
pour la régulation des espéces cibles. Apres chaque remise en eau, une prospection est réalisée a l'aide de cuvettes standardisées en plastique blanc de 3 litres (22x22x9cm)
selon la méthode de Carron et al. (2003) pour évaluer I'abondance des larves d'Ochlerotatus sp.(!). Les traitements ont été déployés sur trois zones en utilisant un
pulvérisateur calibré de type SOLO 473P pour appliquer des doses spécifiques de Vectobac® WG (150, 250 et 350.105 UTI.ha-1). D'avril a septembre 2009, 5 traitements ont
été réalisés sur chaque zone. Les secteurs environnants non traités sont considérés comme témoins. L'efficacité des traitements a été vérifiée 24, 48 et 72 h aprés
I'application du larvicide en utilisant I'abaque 5 de Carron (). Les données ont été analysées par ANOVA sur des valeurs de mortalité arcsine-transformées.

(1) Carron A., Duchet C., Gaven B. & Lagneau C., 2003. An easy field method for estimating the abundance of culicid larval instars. Journal of the American Mosquito Control Association 19: 353-360

Efficacité des traitements
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Aux 3 temps d'observation apres traitement, il n'y a aucune
différence significative de mortalité des larves de moustiques pour les
3 doses. Le pourcentage moyen de mortalité 72 h apres traitement
est de 92 +4.8 %. La densité larvaire initiale de la Classe 1 a la
Classe 5 n'a pas d'effet significatif sur I'efficacité du traitement.

Conclusi

Les périodes de remise en eau et d'assechement des mares jouent un role majeur dans la
dynamique des communautés d'invertébrés non-cibles. Aucun effet indésirable des traitements sur
I'abondance de Nereis diversicolor, de Corophium sp. et des larves de chironomes n'a été montré,
suggérant que ces ressources alimentaires pour les oiseaux n‘ont pas été négativement affectées.
Par conséquent, tels que pratiqués dans les zones humides littorales du Morbihan pour le contréle
des larves de moustiques, les traitements des mares temporaires avec le Bti, utilisé a la dose
d'environ 500.108 UTl.ha" sous forme de Vectobac® 12AS ou de Vectobac® WG, n'ont pas d'effets

Influence de la température de I'eau
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Température de I'eau (°C)

La température de I'eau influence l'efficacité & court terme du
Vectobac® WG. La mortalitt 24 h aprés le traitement est
significativement plus basse quand la température de I'eau est
inférieure a 15°C (p < 0.001). Pour des valeurs plus hautes de
température, aucune différence significative n'est observée.

défavorables sur les communautés d'invertébrés aquatiques non-cibles.

Influence du stade larvaire

Mortalité moyenne (£ s.e.) (%)

L2 L3
Stade larvaire

La tendance négative entre stade larvaire et mortalité moyenne
24 h aprés traitement suggére que la sensibilité est plus élevée
pour les larves plus jeunes. Cependant, ces différences ne sont
pas statistiquement significatives (p = 0.193), probablement
parce que le stade L4 est observé seulement a une date.

La plus faible dose de Vectobac WG expérimentée a permis un controle efficace des larves de moustiques,
dans les conditions définies de température d'eau et, vraisemblablement de stades larvaires. Afin d’optimiser
les traitements larvicides, 'EID Atlantique a donc amélioré son protocole de routine :

- Les traitements sont appliqués de préférence sur des jeunes larves, jusqu'au stade L3,
- La dose utilisée a été réduite a 350.10°UTL.ha” (en comparaison du dosage autorisé de 1 150.106UTI‘ha‘1),
- Pour des températures d'eau supérieures a 15°C, le dosage a été réduit a 150.10° UTLha".

Contact e-mail : sebastien.chouin@eidatlantique.eu



