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Résumé

Lorsque deux espéces exploitent la méme niche écologique, elles entrent en compétition pour I'acceés
aux ressources. Or, un acces limité aux ressources réduit la fitness des individus. La compétition
interspécifique va donc agir comme une pression de sélection qui peut mener a des modifications
physiologiques ou comportementales pour partager les ressources, car si elles ne sont pas partagées
la compétition entrainera le déplacement ou la disparition d'une des deux espéces.Aleochara
bilineata et A. bipustulata sont deux coléoptéres staphylins parasitoides qui s'attaquent a la mouche
du chou Delia radicum. Elles ont des parametres biologiques différents, notamment au niveau des
traits d'histoire de vie (qui semblent avantager A. bipustulata) et du spectre d'hotes (plus généraliste
chez A. bipustulata). Ces deux espéces partagent cependant la méme stratégie d'exploitation des
hotes et présentent l'originalité que la femelle pond ses ceufs a proximité des hotes et non a
I'intérieur, ce qui les distingue deshyménopteres parasitoides qui font I'objet de nombreuses études.
La larve Aleocharade premier stade est donc mobile et doit trouver et sélectionner elle méme un
hote pour s'y développer. Il y a ainsi des possibilités d'adaptations comportementales a la
compétition a la fois pour les adultes et les larves de premier stade. Dans ce projet de thése, nous
avons donc choisi d'explorer la niche écologique de ces deux espéeces de facon originale en étudiant
les modifications comportementales induites par la présence de compétiteurs a la fois chez les
femelles adultes et les larves de premier stade. Nous avons également identifié les communautés
bactériennes associées aux deux especes en compétition mais aussi a leur héte D. radicum et a un
autre compétiteur parasitoide, I'hyménoptere Trybliographa rapae,dans le but d'étudier
ultérieurement les impacts des différents partenaires bactériens sur la niche écologique des deux
especes de coléopteres en compétition. Nos résultats montrent que les femelles de l'espece
spécialiste A. bilineata adaptent leurs comportements aux compétiteurs qu'elles rencontrent et
sélectionnent les sites de ponte présentant les meilleures chances de succés parasitaire pour leurs
larves. Par ailleurs, les larves de premier stade de l'espéce spécialiste dominent largement la
compétition larvaire lorsqu'elles sont en compétition avec les larves de |'espece généraliste. Enfin, les
communautés bactériennes des deux espéeces de coléoptéeres sont plus proches entre elles qu'avec
les autres membres du réseau trophique étudiés mais comportent des différences a explorer. Ces
résultats sont discutés dans le cadre de I'adaptation des choix comportementaux des individus d'une
espece spécialiste a la présence de compétiteurs généralistes et de la coexistence de ces deux

especes dans le milieu naturel.

Mots clés : niche écologique, compétition, modifications comportementales, adaptation,

communautés bactériennes, réseau trophique, coexistence, Aleochara, coléoptere parasitoide.
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Abstract

When two species live in the same ecological niche, they compete for resources. Sincea limited
access to resources reduces fitness, interspecific competition represents a selection pressure that
can lead to physiological or behavioral changes to share resources, because not sharing themwill
cause the displacement or disappearance of the weaker competitor. Aleochara bilineata and
Aleochara bipustulata are two coleopteran parasitoids and attack the same host, the cabbage root fly
Delia radicum. These two species have different biological parameters, particularly in their life history
traits (which seem to favor A. bipustulata) and host spectrum (A. bipustulatais more generalist).
These two species share the same strategy to exploit their host (idiobiont ectoparasitoid). Unlike
parasitoid wasps (the object of most studies on parasitoids) coleopteran parasitoid females do not
lay their eggs directly inside the host but in locations likely to harbour hosts. Aleochara first instars
are mobile and need to find and select a host where they will develop. There is thus the possibility of
behavioral adaptations to competition for both for adults and first instars. In this project, we have
chosen to explore the ecological niche of these two species in an original way by studying behavioral
changes induced by the presence of competitors both in adult females and first instars. We also
studied bacterial communities associated to the two competing species but also those of their host
D. radicum and of another competitor, the parasitoid wasp Trybliographa rapae, in order to later
study the impacts of different bacterial partners in the ecological niche of the two beetle species in
competition. Our results show that females of the specialist A. bilineata adapt their behavior to the
competitors they face and select oviposition sites with the best probability of parasitism success.
Moreover, first instars of A. bilineata dominate the larval competition when competing with larvae of
the generalist A. bipustulata. Finally, bacterial communities of the two rove beetles are closer to each
other than other members of the food web studied andtheir differences should be investigated.
These results are discussed in the context of behavioral adaptation ofspecialists to the presence of

generalist competitors and the coexistence of these two species in the field.

Keywords: ecological niche, competition behavioural modification, adaptation, bacterial

communities, food web, coexistence of species Aleochara, coleopteran parasitoid
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Avant propos

L'objectif de cette thése était d'étudier les mécanismes comportementaux permettant a deux
especes compétitrices de coexister de maniere stable dans le milieu naturel malgré la similarité de
leur niche écologique. Nous avons utilisé pour cela deux coléopteres staphylins parasitoides du genre
Aleochara, qui sont en compétition pour un héte commun largement majoritaire dans les cultures de
cruciféres : la mouche du chou Delia radicum. Les études précédentes avaient mis en évidence le
spectre d'hote plus généraliste, I'arrivée plus précoce des individus et la plus grande longévité et
fécondité des femelles A. bipustulata, ce qui laissait supposer l'existence de mécanismes

compensateurs chez le compétiteur plus spécialisé A. bilineata.

Nous avons décidé d'étudier ces deux especes aux deux niveaux de compétition présents chez les
parasitoides, a savoir aux stades adulte et larvaire. Pour chaque stade, nous avons étudié l'issue de la
compétition et les modifications comportementales qui pouvaient étre induites par la présence
directe de compétiteurs. Du fait de leurs différences dans le degré de spécialisation a I'h6te mais de
leur stratégie similaire d'exploitation de la ressource, nous avons voulu tester dans ce travail la
relation entre spécialisation, asymétrie de la compétition et capacités compétitives chez ces
parasitoides originaux chez lesquels les larves trouvent et évaluent I'h6te de maniere autonome. Par
ailleurs, les bactéries se révélant de plus en plus comme des partenaires agissant sur de nombreux
traits écologiques de leurs hobtes, nous avons caractérisé par séquengage a haut débit les
communautés bactériennes de ces insectes dans une étape préliminaire visant a identifier des
bactéries "candidates" pouvant avoir un impact sur la niche écologique de leurs hotes et sur les
interactions de compétition entre les deux espéces. Ce séquengage s'inscrit par ailleurs dans I'étude
originale du microbiome d'un réseau trophique (celui de la mouche du chou et de ses ennemis
naturels).

L'introduction de ce manuscrit de these présente la notion de niche écologique, la compétition, ses
mécanismes et les conséquences sur la structuration des communautés d'insectes, pour se focaliser
ensuite sur la compétition chez les parasitoides et les différentes stratégies d'exploitation des hotes.
Nousprésentons ensuite les communautés bactériennes en général et les différents types de
partenaires bactériens avec lesquels les organismes vivants sont en interactions ainsi que les impacts
gu'ils peuvent avoir sur leur hote. Aprés avoir présenté la mouche du chou et les deux parasitoides
en compétition en insistant sur leurs particularités biologiques, nous présentons les objectifs
développés dans les trois manuscrits de ce travail de thése. Le premier manuscrit démontre

I'existence de modifications comportementales induites par la présence de compétiteurs chez les



femelles de I'espéece spécialiste A. bilineata, qui semblent, en situation de choix, préférer pour leurs
larves une compétition interspécifique a une compétition intraspécifique. Le second manuscrit décrit
l'issue de la compétition entre les larves de premier stade des deux espéces lorsqu'elles sont en
compétition directe pour un hbte et démontre la supériorité du spécialiste au stade larvaire en cas
de conflit direct, méme dans le cas ou il rencontre I'h6te alors que son compétiteur y est déja installé
depuis 24h. Ces résultats suggérent que la réaction des femelles du spécialiste observées dans le
premier manuscrit est adaptative. Dans le troisieme manuscrit, nous décrivons les communautés
bactériennes des deux espéces de coléoptéres parasitoides, de leur hote principal en Bretagne D.
radicum et d'un hyménoptére également parasitoide de D. radicum. Ces résultats mettent en
évidence la présence de nombreux symbiotes (au sens large) dont plusieurs especes a transmission
verticale susceptibles d'avoir des effets majeurs sur leur hote, et donc d'influencer la compétition
entre les deux Aleochara. Aprés avoir rappelé les principaux résultats de cette these, nous concluons
sur leur pertinence pour expliquer la coexistence de A. bilineata et A. bipustulata dans le milieu
naturel. Enfin, nous terminons ce manuscrit par les études qu'il reste a mener sur d'autres acteurs

pouvant avoir un impact sur le partage de la méme ressource par plusieurs especes.
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Introduction

I. Laniche écologique et la compétition

La niche écologique est un des concepts de I'écologie qui définit I'ensemble des ressources
nécessaires a un organisme pour se maintenir, croitre et se reproduire (Tilman 1992). Ainsi
Hutchinson (1957) définit la niche écologique comme un hypervolume olu chaque dimension de
I'espace représente une ressource ou un parameétre de I'environnement influencant la survie et la
reproduction des individus ; les ressources étant définies comme tout ce qui peut permettre a une
population de croitre : sites de pontes, abris, partenaires sexuels, ou plus classiquement les
ressources trophiques. Les parameétres de l|'environnement peuvent également étre variés et
englobent des parameétres physiques tels que la température ou I'humidité relative mais également
des éléments biotiques comme la présence d'ennemis naturels ou de compétiteurs. Plus récemment,
la définition de la niche écologique s'est élargie pour englober également l'impact de I'organisme lui

méme sur son environnement (Chase et Leibold 2003, Meszéna et al. 2006).
1. La compétition

Lorsque plusieurs individus exploitent au moins partiellement les mémes ressources, on dit qu'ils
sont en compétition. La compétition est une interaction négative car I'exploitation de la ressource
par un individu va en diminuer l'acces pour les autres individus. Or, un acces limité aux ressources
diminue la fitness en réduisant la capacité a se reproduire (Monrod 1950). Les interactions de
compétition peuvent intervenir entre individus de la méme espéce (on parle alors de compétition
intraspécifique) mais elles peuvent également avoir lieu entre individus appartenant a des espéces
différentes (on parlera alors de compétition interspécifique). Root (1967) a introduit la notion de
guilde pour regrouper I'ensemble des especes qui exploitent la méme ressource trophique au sein du

méme écosystéme. Pour les autres types de ressources, on parlera plutot de groupe fonctionnel.
2. Les mécanismes

On peut différencier plusieurs mécanismes de compétition, dont les effets seront directs ou indirects.
La compétition par exploitation intervient indirectement lorsque I'utilisation d'une ressource par un
organisme réduit sa disponibilité pour d'autres organismes (Krebs & Davies, 1981). Il peut s'agir par
exemple des partenaires sexuels quand la réceptivité des femelles a un accouplement diminue
lorsqu'elles se sont déja accouplées (Gilbert 1976) mais cela concerne surtout les ressources
trophiques. Un des exemples les plus classiques est celui de la compétition indirecte entre les plantes
pour I'énergie lumineuse : en poussant, une plante va diminuer la quantité d'énergie lumineuse qui

parvient aux plantes se trouvant directement sous elle ce, qui va limiter leur croissance (Clément et
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al. 1929). C'est également le cas pour tous les systémes prédateurs/proie, ou l'intensité de la
compétition par exploitation entre les compétiteurs augmente avec la rareté des proies (Gilbert
1985, Safina et al. 1988) puisqu'une proie consommeée n'est plus disponible pour les autres membres

de la guilde (Sinclair et al. 2003, pourune revue voir DeMott 1989).

Alors que la compétition par exploitation implique que les compétiteurs n'interagissent pas
directement, la compétition par interférence définit, les interactions directes permettant a un
organisme de limiter |'exploitation d'une ressource par un autre organisme (Birsch 1957). La
compétition par interférence peut se traduire par I'émission de composés toxiques pour les autres
organismes comme dans le cas des bactéries ou de certaines especes de plantes qui inhibent ainsi la
croissance de leurs voisins directs (Mack et Harper 1977). Chez les animaux, elle se traduit souvent
par des comportements agressifs. La ressource peut étre I'espace, comme pour un des exemples les
plus classiques en écologie celui des balanes qui vivent en agrégats fixées aux rochers, et qui en
grossissant finissent par se toucher ce qui limite leur croissance (Connell 1961). La lutte peut étre
plus active : I'espéce Chthamalus stellatus peut vivre dans les eaux profondes et peu profondes,
pourtant, en présence de son compétiteur, Semibalanus ballanoides, elle n'est présente que dans les
eaux peu profondes. En fait S. ballanoides cisaille sa compétitrice pendant sa croissance et lui prend
sa place sur les rochers ce qui limite la répartition de C. stellatus aux eaux peu profondes que son
compétiteur ne colonise pas (Connell 1961). Morse (1971) a également décrit des comportements
agressifs chez la grive des bois (Hylocichla mustelina) envers deux autres espéces de grives
sympatriques pour la délimitation des territoires. Chaque année, ces comportements sont émis
uniquement pendant la premiére semaine de recolonisation de leur zone de reproduction. Une fois
les territoires délimités, les interactions ne donnent plus lieu a des comportements agressifs jusqu'a
I'année suivante. Les partenaires sexuels sont également la source de combats ponctuels chez la
plupart des animaux, qui changent leur comportement en période de reproduction. Ce sont en
général les males qui se disputent la faveur du plus grand nombre de femelles lors de combats
ritualisés mais parfois trés violents et chez certaines espéces de singes ou de papillons, les femelles
peuvent également se disputer les faveurs d'un male (Carpenter 1942, Jiggins 2002, Emlen et Oring
1977). Dans les systemes proies/prédateurs, les comportements agressifs sont fréquents lorsque
deux prédateurs se disputent une proie (Ross 1986, Merkle et al. 2009). Ces comportements peuvent
étre émis pour s'approprier la proie d'un autre individu (i.e. kleptoparasitisme) ou pour défendre une
proie. Chez les araignées sociales, Stegodyphus dumicola, il y a une forte compétition par
interférence entre les individus pour consommer la téte et le thorax des proies capturées dans la
toile commune car ces parties sont celles qui permettent de prendre le plus de poids (Whitehouse et

Lubin 1999). Certains prédateurs utilisent le kleptoparasitisme comme méthode de chasse. La frégate
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d'Andrews, Fregata andrewsi, se nourrit de poissons vivants mais elle n'est pas tres habile pour la
péche. Elle n'hésite donc pas a attaquer d'autres oiseaux en vol pour leur voler leurs proies (Osorno
et al. 1992). Chez les charognards tels que les vautours ou les hyenes, la compétition par interférence
est omniprésente lors de la prise de repas (Bosé et Sarrazin 2007). Lors de la compétition par
interférence, certains prédateurs peuvent tuer et consommer leur compétiteur (i.e. prédation
intraguilde; Berger et Geese 2007). Chez les coccinelles, par exemple, les interactions entre
différentes larves meénent souvent a du cannibalisme ou a de la prédation intraguilde (Lucas et al.
1998, Snyder et al. 2004). De méme chez des mammiféres carnivores tels que le renard roux et le
renard arctique, des cas de prédation intraguilde du premier sur le deuxieme ont été décrits

(Tannerfeldt et al. 2002).

Enfin, un dernier type de compétition indirecte, la compétition apparente, a été décrit plus
récemment dans le cas ou deux organismes sont attaqués par le méme prédateur, parasitoide ou
pathogéne (Holt 1977, Bonsall & Hassel 1999). L'augmentation du nombre d'individus dans I'une des
deux espéces de proies diminue les effectifs de I'autre en augmentant le nombre d'ennemis naturels.
C'est par exemple le cas de I'élan du Canada, Alces alces, et du caribou des bois, Rangifer tarandus,
dans les foréts du Canada. En augmentant ses populations, I'élan favorise I'augmentation du nombre
de loups, ce qui a un impact négatif sur le caribou, également chassé par le loup (Whittmer et al.

2005).

3. Lesconséquences

1. L'exclusion compétitive

L'une des principales conséquences de la compétition interspécifique a été mise en évidence
expérimentalement par Gause (1934). Le principe d'exclusion compétitive stipule que deux espéeces
distinctes qui utilisent la méme ressource limitante ne peuvent pas coexister de maniére stable, la
plus compétitive des deux finissant par exclure I'autre (Crombie 1946, Park 1948). Les études qui ont
testé cette théorie indiquent que la compétition peut effectivement mener au déplacement ou a la
disparition d'une espece méme dans le milieu naturel (Sorribas et al. 2010), mais également que des
douzaines d'especes peuvent survivre dans le méme environnement aux dépens des mémes
ressources limitantes, en contradiction apparente avec le principe d'exclusion compétitive
("paradoxe du plancton", Hutchinson 1961). Ces études ont également permis de mettre en évidence
des mécanismes de coexistence entre especes par des différences dans leurs niches écologiques
notamment spatiales et temporelles, car I'exclusion compétitive se déroulant habituellement sur de
nombreuses générations, la compétition représente une pression de sélection pouvant mener a des

modifications physiologiques et/ou comportementales permettant finalement le partage des
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ressources entre deux espéces au lieu de l'exclusion totale de l'une par l'autre (MacArthur 1972,
Brown & Wilson 1956, pour une revue, voir Dayan & Simberloff 2005). L'environnement joue un réle
capital et des modifications de I'environnement peuvent changer l'issue de la compétition entre

especes (Morin 1981, Clark & Clark 1984, Hammond et al. 1998, Wilson & Tilman 1993).
2. Le processus de spécialisation

Lorsque les ressources sont limitées et qu'un compétiteur est présent, la quantité exploitée par une
espece est inférieure a celle qu'elle exploiterait en I'absence de compétition. De sa niche écologique
théorique (niche fondamentale), l'individu n'exploite qu'une partie des ressources, on parle de la
niche réalisée (Chase et Leibold 2003). La trajectoire menant de la niche fondamentale a la niche
réalisée correspond au processus de spécialisation écologique (Devictor et al. 2010). Les espéces
peuvent alors étre distinguées selon leur degré de spécialisation a la ressource. Plus une espéce est
spécialiste, plus sa niche écologique sera étroite :elle sera adaptée a une moins large gamme de
ressource et de conditions environnementales (Futuyma 2001). Toutefois, une gamme
environnementale plus restreinte rend les espéces spécialistes plus sensibles que les généralistes aux
changements environnementaux. Les stratégies généralistes sont donc non seulement plus efficaces
lorsque chaque type de ressource est peu abondant mais aussi lorsque I'environnement est instable
(MacArthur & Pianka, 1966). Ainsi, deux forces opposées géneérent la diversité spécifique des guildes
: d'un coté la compétition interspécifique favorise la spécialisation des espéces et le partage des
ressources alors que la faible disponibilité des ressources et l'instabilité d'un milieu favorisent au

contraire les stratégies généralistes.

Plus une espéce est généraliste, plus elle va étre en interaction avec une grande diversité de
compétiteurs dont chaque espéece représentera une petite fraction de la pression de compétition. A
I'inverse, les especes spécialistes, en exploitant un spectre de ressources plus réduit, sont en contact
avec une moins grande diversité de compétiteurs que les especes généralistes. Ainsi, chaque
compétiteur pourra représenter une part notable des pressions de compétition subies, ce qui peut
mener a une adaptation. Connell (1980) estimait que cette adaptation était possible uniquement
dans les guildes peu diversifiées. Elle pourrait permettre alors aux espéces spécialistes a la fois de
mieux détecter la présence de leurs compétiteurs hétérospécifiques et d’adapter plus efficacement
leur physiologie et/ou leur comportement a leur présence. Ainsi, les espéces spécialistes sont
censées étre plus performantes que les espéces généralistes dans les conditions de leur niche

écologique (Devictor et al. 2010).
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3. Les stratégies r et K comme modele de compromis permettant

la coexistence entre especes

Les études sur la compétition, souvent descriptives, concernent rarement plus de deux espéces et se
sont principalement intéressées a l'impact de la compétition sur lI'abondance des compétiteurs
(Schoener 1983). Une autre approche consiste a considérer des traits importants dans la compétition
entre certaines espéces et de s'en servir pour prédire l'impact de la compétition sur d'autres espéces.
Ainsi, des traits d'histoire de vie et des stratégies comportementales différents ont été mis en
évidence chez les étres vivants. Mac Arthur (1962) dresse le premier une dichotomie des espéeces en
fonction de ces traits et il les associe a deux stratégies dites "r" et "K". La stratégie r est associée a
une stratégie pionniére ou colonisatrice, a une disponibilité des ressource élevée et une compétition
faible, tandis que la stratégie K est plutot associée a une exploitation efficace des ressources et a une
compétition intense. Les caractéristiques associées a chaque stratégie ne sont pas absolues et
représentent des extrémes qui peuvent donner lieu a des compromis chez les espéeces en
compétition. La stratégie r est caractérisée par une importante capacité d'accroissement des
populations, a savoir une fécondité importante et un taux de développement rapide malgré une
longévité plutot faible. Ce sont souvent des espéces plutdét opportunistes avec un spectre de
ressources large et une capacité de dispersion importante. Les espéces pionniéres, dans le cas
d'insectes qui ont un cycle annuel, apparaitront plus té6t dans la saison ou juste aprés une
perturbation. En revanche, la stratégie K est associéea des espéces tres compétitives, souvent
spécialisées sur un spectre de ressources plutét étroit avec une longévité souvent élevée mais avec
un faible taux d'accroissement des populations car un temps de développement plus long. La
dispersion a été mise en évidence plus récemment comme pouvant faire I'objet d’un compromis
évolutif dans le cadre de la colonisation(Amarasekare 2003). Le concept de stratégie r et K a généré
un grand nombre d'études sur la compétition et a été appliqué a différents modeéles ou la bonne
représentation des deux types de stratégies pourrait permettre a de nombreuses espéces de

persister dans la méme guilde (Force 1972, 1974).

4. Structuration et diversité des communautés : la théorie unifiée

de la biodiversité

La théorie des niches écologiques suggere donc que la coexistence stable des espéces en compétition
serait principalement due a des compromis dans I'exploitation de chaque axe de la niche écologique
leur permettant, finalement, le partage des ressources (Huissman et Weissing 1999, Chesson 2000,
Rees et al. 2001). Dans ce contexte, les individus de la méme espece ont évidemment les traits

écologiques les plus similaires. La compétition intraspécifique sera donc plus intense que la
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compétition entre différentes especes. Ainsi, au sein d'une espeéce, les phénotypes rares c'est a dire
avec des traits écologiques légérement différents pourront exploiter des micro-niches et seront
favorisés face aux phénotypes plus communs ce qui a I'échelle de la communauté permettrait
|'exploitation des ressources par un plus grand nombre d'individus mais également indirectement par
un plus grand nombre d'espéces et ce, malgré des différences de performances compétitives
(MacArthur 1972, Tilman 1977, Chesson 2000,Imura et al. 2003, Vellend 2006, Lichstein et al. 2007,
Fridley et Grime 2009, pour une revue voir Bolnick et al. 2011). Méme si cette théorie permet
souvent d'expliquer la structuration des communautés a I'échelle locale ou régionale, elle ne permet
pas de l'expliquer a plus grande échelle. Dans les années 2000, une autre théorie plus mécanistea
été imaginée, limitant l'impact de la compétition interspécifique et de I'exclusion compétitive sur les
traits écologiques, la diversité et I'abondance des especes: la théorie neutre de la biodiversité
(Hubbell 2001, 2005, 2006, Bell 2000,2001,Chave 2004). Dans cette théorie, toutes les especes ont
des parametres démographiques équivalents leur permettant de conserver une fitness moyenne
identique pour toutes les especes d'une communauté. L'abondance des espéces serait alors due a
des phénomenes de stochasticité démographique et la composition des communautés varierait en
fonction de la disparition aléatoire de certaines espéces a I'échelle locale, qui serait compensée par
des phénomenes de spéciation et de dispersion sur une plus grande échelle (Hubbell 2001, 2005,
2006, Bell 2000,2001, Chave 2004). Toutefois, I'hypothése de départ de cette théorie selon laquelle
toutes les especes ont des parameétres démographiques équivalents est rarement observée dans les
communautés ol la compétition entre les especes est souvent asymétrique ce qui rend la
coexistence instable et mene parfois, méme dans le milieu naturel, a I'exclusion compétitive. Cette
théorie a mené les auteurs a développer des théories unifiées englobant a la fois les phénomenes de
stochasticité démographique tels que la dispersion, la spéciation ou l'extinction aléatoire de
certaines espéces mais tenant également compte de I'impact des interactions entre espéces et de
I'exclusion compétitive pour expliquer la diversité et I'abondance des espéces et I'évolution de leurs
traits écologiques au sein des communautés (Tilman 2004, Chase 2005, Adler et al. 2007, Gewin

2006, Venner et al. 2011).

Le défi actuel consiste toujours a séparer l'impact de la compétition interspécifique sur la
modification des traits écologiques des especes a I'échelle locale d'une part, des processus macro-
évolutifs a de plus grandes échelles géographiques d'autre part, et vérifier les prédictions des
modeles sur les processus de structuration des communautés (Chase et Myers 2011). La vitesse
d'évolution des traits écologiques n'est également pas encore bien connue malgré I'urgence de son
étude notamment du fait des changements environnementaux générés par I'homme qui

représentent souvent des modifications majeures de la niche écologique pour de nombreuses
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especes. Le développement et I'utilisation plus généralisée des outils génétiques devraient permettre
de mieux comprendre cette dynamique et de pouvoir analyser un plus grand nombre d'espéces et de

communautés (Wiens 2011).

5. la coexistence d'especes phylogénétiquement proches

!

Darwin (1859) observait que "...species of the same genus have usually, though by no means
invariably, some similarity in habits and constitution...".Ce n'est que récemment que les écologistes
se sont intéressés a nouveau a la relation entre proximité phylogénétique et similitude écologique.
Ces études ont permis de confirmer les observations de Darwin a savoir que des espéces
phylogénétiquement proches ont souvent des similarités écologiques (Ackerly 2003, Wiens &
Graham 2005) mais elles ont également montré que cette relation n'est pas systématique (Sachet et
al. 2009, Venner et al. 2011). La compétition entre individus de la méme espéce est la plus
intense,mais la pression de compétition entre des especes a la fois phylogénétiquement et
écologiquement proches est forte pour les mémes raisons et certains auteurs émettent I'hypothése

gu'elle serait a I'origine du déplacement rapide de certains caractéres permettant la coexistence de

ces especes (Gould et Eldredge 1977, Schluter 2000).

Il. La compétition chez les parasitoides
1. définition

Le terme parasitoide a été attribué a Reuter (1913) par Waage et Greathead (1986) décrivant des
especes ayant un cycle de vie intermédiaire entre la prédation et le parasitisme ce qui pouvait
englober de nombreux groupes d'organismes tels que des insectes, des nématodes entomophages,
des champignons entomopathogénesvoire des protistes, des plathelminthes, des crustacés ou
encore des virus. La définition des parasitoides a depuis été restreinte pour ne concerner que des
insectes dont le développement se fait au détriment d’'un hote unique, le plus souvent un autre
arthropode : les larves se nourrissent du corps de I’'h6te, ce qui cause sa mort (Eggleton et Gaston
1990, Santos et Quicke 2011 ; Figure 1). Le mode de vie parasitoide a été décrit chez prés de 90000
espéces appartenant a six ordres d'insectes. Prés de 75% des especes recensées sont des
Hyménopteéres. Les Dipteres (~20%) et les Coléopteres (~5%) sont également bien représentés tandis
que les Lépidopteres, lesTrichopteres et les Neuroptéres ne comptent qu'une cinquantaine d'espéces

parasitoides en tout (Eggleton et Gaston 1990, Godfray 1994, Feener et Brown 1997).
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Figure 1 : Schéma simplifié du cycle biologique d'un parasitoide.

La spécificité du cycle biologique des parasitoides fait que contrairement aux prédateurs,
I'exploitation d'un hote ne fait pas disparaitre la ressource immédiatement : I'h6te parasité reste
utilisable par un prédateur ou un autre parasitoide pendant un temps variable (dépendant
notamment de la durée de développement du parasitoide). Pour la femelle parasitoide, |'exploitation
de chaque nouvel héte représente un descendant potentiel et correspond donc a un gain en fitness.
Les hotes représentent la seule source de nourriture disponible pour le développement de leurs
larves et cette ressource peut étre limitante ; les hotes peuvent alors faire I'objet d'une intense
compétition entre les parasitoides (Keddy 1989). Cependant, tous les hotes ne se valent pas.En effet
en fonction de leur taille, de leur statut physiologique, de leur stade de développement ou, dans le
cas de la compétition, de leur statut parasitaire (sain ou déja parasité par un compétiteur), ils vont
modifier les choix des femelles parasitoides et ils influenceront directement la fitness des
descendants, ce qui fait des parasitoides de trés bons modeles pour étudier la compétition. Par
ailleurs, les parasitoides forment des guildes trés complexes et de nombreuses especes différentes

peuvent parfois partager la méme espéce d'héte (Price 1972, Elzinka et al. 2007).

De nombreuses stratégies d'exploitation des hoétes ont été mises en évidence chez les parasitoides
(Pennacchio et Strand 2006). L'étude de ces stratégies a permis de mieux comprendre les
mécanismes de partage des ressources et les compromis permettant la coexistence de nombreuses

especes au sein de ces guildes.
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2. Les différents niveaux de compétition chez les parasitoides

Chez les parasitoides comme chez les autres organismes, la compétition peut se dérouler entre les
femelles adultes, a la fois indirectement par I'exploitation des hotes ou directement par des
interactions entre femelles durant I'exploitation d'un hote, on parle de compétition extrinséque (De
Moraes 1999). La compétition peut également se dérouler entre larves au sein d'un hote. On parle
alors de compétition intrinseque (De Moraes 1999). Enfin, certaines interactions peuvent se faire a
l'interface de ces deux niveaux. En effet, les femelles peuvent également détruire les ceufs ou les
larves de leurs compétiteurs, supprimant ainsi la compétition pour leurs descendants. Cette stratégie
est appelée ovicide ou larvicide lorsque les stades immatures du compétiteur sont détruits mais il
peut également s'agir de prédation intraguilde lorsque ses ceufs sont mangés (Arakawa 1987, Polis et
al. 1989, Figure 2 C et D). Cette stratégie peut étre limitée par le gardiennage des hoétes par les
femelles, comme par exemple chez I'hyménoptere Goniozus nephantidis (Goubault et al. 20073,

Collier et al. 2007).

Figure 2 : Différents cas d'interactions compétitives entre parasitoides lors de I'exploitation d'un héte par
les larves : A. Combats a l'intérieur de I'hote entre deux endoparasitoides solitaires ("compétition
intrinséque") ; B. Interactions compétitives entres larves de parasitoides grégaires : "scramble compétition"
; C. "Larvicide" ; D." Ovicide" ; E. Interaction compétitives entre larves de parasitoides solitaires a I'extérieur
de I'hote ("compétition larvaire extrinseque") ; F. Attaque d'une "larve-soldat" sur desgroupes d'embryons
au sein de I'h6te.lllustrations D. Poinsot.
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3. Les stratégies d'exploitation des hotes

Les stratégies d'exploitation des hotes peuvent donc étre séparées en deux catégories selon qu’elles

concernent la compétition intrinseque ou la compétition extrinséque.
1. les stratégies larvaires d'exploitation des hotes

Les stratégies d'exploitation utilisées par les larves de parasitoides au sein d'une guilde peuvent étre
déterminantes dans l'issue de la compétition intrinséque et la coexistence des especes. Chez les
parasitoides dits "grégaires", de nombreuses larves peuvent se développer au sein du méme hote. La
compétition entre les larves sera alors résolue comme la plupart des cas de compétition par
exploitation : la quantité de ressource disponible pour les larves lors du développement déterminera
directement la taille et donc la fitness des individus émergents (Wang et Messing 2004). Chez les
especes grégaires, on parle le plus souvent de "scramble competition" car les larves se bousculent
sans pour autant qu'il y ait d'interactions agressives entre elles (Visser 1996, Figure 2B). Lorsque des
larves ne peuvent pas se développer faute d'acces aux ressources alimentaires, on parle de
suppression physiologique (Vinson et Hegazi 1998). Chez quelques parasitoides, les ceufs sont dits
polyembryoniques et se divisent de facon clonale, augmentant ainsi la taille de la portée qui peut
atteindre 2000 embryons chez certaines especes (Ode et Strand 1995). La plupart des
embryons(~90%) se développent alors normalement et donnent finalement un adulte lors du
dernier stade larvaire de I'héte tandis que d'autres (~10%) se développent prématurément pour
donner des "larves-soldat" qui vont défendre leurs sceurs contre d'autres larves de parasitoides et
détruisent les embryons d'autres femelles (Figure 2F). Les "larves-soldat" finissent par mourir lorsque
I'note meurt et que les larves "normales” continuent leur développement (Cruz 1981, 1986; Strand et

Grbic 1992, Grbicet al. 1996, 1998).

D'autres larves de parasitoides doivent consommer chacune la totalité de leur héte pour se
développer, on parle alors de parasitoides "solitaires". Dans ce cas, une seule larve peut se
développer dans un hote et toute larve excédentaire est éliminée au cours de combats physiques
(Fisher 1961, Figure 2A), pouvant dans certains cas diminuer la taille des individus émergents ou
mener a la mort des deux compétiteurs en impliquant donc une baisse de fitness (Harvey et al. 2009,
revue dans Harvey et al. 2013). Pour ces combats, les larves des parasitoides solitaires possedent de
grandes mandibules et sont également capables de se déplacer a l'intérieur de I'hdte pour pouvoir

attaquer les ceufs ou les larves des autres parasitoides (Salt 1961).

16



Introduction

Par ailleurs, les parasitoides peuvent également étre séparés selon le sort immédiat de I'h6te suite a
la ponte. Certains parasitoides adultes tuent ou paralysent immédiatement leur h6te au moment ou
ils pondent, on parle alors d'especes idiobiontes. La quantité de ressources que la larve pourra
utiliser sera alors fixe (Figure 3C). Chez les parasitoideskoinobiontes, au contraire, I'h6te survit
initialement a la ponte et les larves se développent au sein d'un hote encore vivant qui continue de
s'alimenter (Figure 3D). Dans ce cas, I'hGte représente une quantité de ressource dynamique et la
taille finale de I'nGte sera parfois multipliée plusieurs fois (revue dans Harvey et al. 2013). Enfin, les
larves de parasitoides peuvent étre classées selon leur position dans I'hOGte pendant le
développement. On distinguera alors les ectoparasitoides qui consomment |I'h6te depuis I'extérieur
souvent au sein du cocon de I'h6te en n'ayant jamais de rapport intime avec l'intérieur du corps de
leur hote (Figure 3B), des endoparasitoides, qui eux sont pondus et se développent a l'intérieur du
corps de I'h6te et doivent interagir avec son systeme immunitaire (Strand et Pech 1995 ; Figure 3A).
Les ectoparasitoides sont principalement idiobiontes alors que les endoparasitoides sont plutét des

koinobiontes (Jervis et al. 2001, 2012).

Figure 3 : Stratégie d'exploitation des hotes chez les parasitoides : A. Endoparasitoide ; B. Ectoparasitoide ; C.
Idiobionte ; D. Koinobionte.lllustrations D. Poinsot.

Les koinobiontes endoparasitoides solitaires présentent un avantage dans la compétition intrinseque
car leur biologie leur permet d'exploiter leurs hotes a un stade trés précoce ou ils représentent

encore trés peu de ressources, longtemps avant les vagues suivantes de parasitoides idiobiontes ou
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d'ectoparasitoides qui ont besoin d'un hoéte plus grand. Ainsi elles peuvent présenter un avantage de
taille ou de développement face aux ceufs pondus par la suite dans le méme hote (Slansky 1986).
Toutefois, des contre-exemples existent et certaines espéces d'idiobionte ectoparasitoides peuvent
arréter le développement des larves koinobionte endoparasitoides en injectant un venin lors de la
ponte (revue dans Harvey et al. 2013). En général cependant, I'ordre d'attaque des parasitoides est
un facteur déterminant dans l'issue de la compétition intrinseque au bénéfice du premier parasitoide
présent dans ou sur I'hote (Chow et Mackauer 1984, Mackauer 1990, Harvey et al. 2012). Plus I'écart
entre les deux attaques est grand, plus l'avantage sera important. Chez les hyménopteres, les
femelles pondent leurs ceufs directement sur ou dans I'h6te et le temps de développement pour
atteindre le premier stade larvaire mobile peut varier en fonction des especes et étre un facteur
déterminant car en fait c'est la premiere larve éclose qui aura le bénéfice d'attaquer son compétiteur
dans sa phase la plus vulnérable (I'ceuf) (Mackauer 1990, Tillman et Powell 1992, De Moraes 1999,
Goubault et al. 2003). La taille des larves est également un facteur déterminant l'issue de la

compétition intrinseque et étre plus gros est le plus souvent un avantage (Petersen et Hardy 1996).

L'issue de la compétition intrinseéque en fonction de la spécialisation a I'h6te montre en revanche des
résultats contrastés : dans certains cas, les especes spécialistes sont comme attendu les plus
performantes dans la compétition intrinseque pour leur hote de prédilection mais parfois ce sont des
especes généralistes qui se montrent les plus compétitives (lwao & Ohsaki 1996, Stilmant et al.

2008).

2. Les stratégies d'exploitation chez les adultes

Les femelles parasitoides exploitent une ressource souvent disséminée dans leur environnement
sous forme de patchs constitués d'un certain nombre d'hétes de qualité différente. L'exploitation de
ces patchs d'hotes va donc se faire en plusieurs étapes : tout d'abord une phase d'exploration et de
détection des patchs d'hotes, puis I'estimation de la qualité du patch d'hétes, le choix d'un hoéte et le
parasitisme ou non de celui ci et enfin le choix de rester ou non dans le patch pour une nouvelle
séquence de choix d'un hoéte. L'ensemble des regles de décisions qui permettent a un individu de
maximiser son aptitude phénotypique dans un environnement donné sont regroupées dans la
théorie de "l'approvisionnement optimal" ("Optimal Foraging"), développée par Charnov (1976). La
capacité de localisation des hotes peut étre variable chez les femelles parasitoides et cette étape
peut étre impliquée dans le processus de partage des ressources (De Moraes et al. 1999). De
nombreux facteurs modifiant le comportement de prospection des femelles parasitoides dans un
patch ont été identifiés et notamment la présence de compétiteurs peut faire quitter le patch a la

femelle prématurément (Outreman et al. 2005, Goubault et al. 2005, Le Lann et al. 2008, 2011). Si
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elles y restent, les femelles vont juger de la valeur de I'h6te. Ainsi, dans le cas de la compétition, il a
été montré chez de nombreuses espéces que les femelles étaient capables de discriminer les hotes
parasités et non parasités permettant notamment a l'espéce la moins performante dans la
compétition intrinséque d'éviter de pondre dans un héte occupé par une espéce plus compétitive
(Mackauer 1990). Pourtant, il arrive que des femelles pondent a l'intérieur d'un héte déja parasité
par une autre espece (multiparasitisme) ou par un congénére (superparasitisme). Les stratégies vont
alors varier selon la biologie des espéces : les parasitoides grégaires qui pondent donc plusieurs ceufs
dans un méme héte vont avoir tendance a réduire la taille de leur ponte afin de diminuer la pression
de compétition subie par leurs larves (Visser 1990). Au contraire, chez les parasitoides solitaires, la

femelle va devoir choisir entre, ne pas parasiter I'n6te ou adopter une stratégie de multi ou

Superparasitisme

/i ¢

Multiparasitisme

Self-superparasitisme

Figure 4 : Figure 4 : Différents cas d'exploitation des hotes par plusieurs adultes chez les parasitoides. A. Deux femelles de
la méme espéce pondent successivement dans le méme hote, B. Deux femelles d'espece différentes pondent
successivement dans le méme hote, C. La méme femelle pond successivement deux fois dans le méme héte. lllustrations
D. Poinsot.

superparasitisme, longtemps considérée comme non adaptative, chez ces espéces ou une seule larve
pourra se développer dans I'hote. Il a toutefois été montré que multiparasitisme et superparasitisme
pouvaient étre adaptatifs dans certaines circonstances en particulier lorsque la compétition est
intense (Van Alphen et Visser 1990, Mackauer et Chau 2001). Pour le superparasitisme, on peut

différencier le superparasitisme conspécifique (lorsque les ceufs ont été pondus par des femelles
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différentes), du self superparasitisme ou les ceufs sont pondus par la méme femelle (Yamada et

Sugaura 2003, Figure 4).

Par ailleurs, il peut arriver que les femelles parasitoides exploitent le méme patch d'hétes. Elles
peuvent alors interagir directement et notamment via des comportements agonistiques dans le but
de défendre un hote exploité ou le patch tout entier (Hardy et Blackburn 1991, Field et al. 1998). Ces
interactions sont souvent asymétriques c'est a dire que l'une des femelles prend rapidement
|'avantage sur l'autre, ce qui permet une résolution rapide des interactions sans trop de dommages
pour les deux opposantes. Les trois facteurs d'asymétrie sont la capacité intrinséque de se battre et
s'approprier une ressource ("resource holding potential” ou RHP), la valeur de la ressource percue
par chaque individu ("resource value" ou RV; Maynard Smith 1974) et le statut des femelles
("résidente" ou "intruse")lors de l'interaction. En effet, I'ordre d'arrivée sur la ressource est un
facteur déterminant ; lorsque la femelle "résidente" s'est déja appropriée la ressource, elle a souvent
un avantage dans les interactions avec des femelles "intruses" qui viendraient apreés elle (Enquist et
Leimar 1984, Humphrieset al. 2006, Mohammad et al. 2012). Les facteurs affectant la RHP sont des
caractéristiques liées aux capacités compétitives des femelles telles que les armes (présence de
mandibules ou d'aiguillon), la taille ou le poids, les individus les plus grand étant avantagés
(Andersson & lwasa 1996, Whitehouse 1997, Humpbhrieset al.2006, Goubault et al. 2007b, Archer et
Thanzami 2007). Les facteurs influencant la RV peuvent bien slr étre liés a la ressource elle méme
(plus un hote va étre de bonne qualité, plus les individus vont se battre intensément pour se
I'approprier ; Humphries 2006, Chancellor et Isbell 2008) mais vont également dépendre des femelles
via leur statut physiologique ou leur expérience (Enquist et Leimar 1987, Brown et al. 2006, Brown et
al. 2007, Dissanayake et al. 2009). Par exemple, le nombre d'ceufs matures présents dans les ovaires
d'une femelle Gonozius nephantidis augmente la valeur placée dans la ressource et l'intensité avec
laquelle elle va se battre(Stokkebo et Hardy 2000). Le spectre d'hote des femelles parasitoides est un
facteur qui a relativement peu été pris en compte dans les études sur la RV et sur l'issue de la
compétition par interférence(Mohamad et al. 2011). Pourtant, la valeur placée dans la ressource par
une femelle qui en est spécialiste devrait étre supérieure a celle pergue par une femelle plus
généraliste qui, ayant la possibilité de trouver plus facilement une ressource de substitution dans un
autre environnement, devrait abandonner le combat plus rapidement. Par ailleurs, les femelles
spécialistes subissent une pression de sélection plus importante pour développer des stratégies
comportementales leur permettant d'augmenter leur RHP face a leurs compétiteurs plus généralistes

afin de s'approprier plus sGrement la ressource commune.

Une autre composante des étres vivants qui pourrait jouer un rble considérable sur leurs niches

écologiques est I'association avec des partenaires bactériens. Les communautés bactériennes ont été
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longtemps considérées comme des boites noires car nous n'avions pas les moyens techniques
d'étudier la totalité des partenaires présents. Depuis une vingtaine d'années, les techniques
permettant de décrire ces communautés bactériennes se sont considérablement améliorées, ce qui a
permis de dépasser les limites liées notamment a la culture des bactéries, et une description plus
exhaustive de leur diversité (Fukatsu 2012). Il est maintenant reconnu que certains partenaires
bactériens ont des effets importants sur leur héte qui peuvent également modifier les interactions
gu'ils entretiennent avec d'autres organismes, comme par exemple la compétition (Patot et al.
2012). Ainsi, dans une étude moderne sur les niches écologiques occupées par deux especes en
compétition, il semble essentiel de prendre en compte l'impact des micro-organismes sur chacune de
ces especes. Pour cela la premiére étape consiste a identifier et décrire la diversité de leur

microbiome.

IIl. Les communautés bactériennes d'insectes

La symbiose au sens large peut étre définie comme l'interaction durable entre deux organismes
distincts pendant au moins une partie de leur cycle biologique (De Bary 1879),le plus gros étant
appelé "hoéte"et le plus petit "symbiote". La symbiose a souvent été réduite aux interactions a
bénéfice réciproque a cause de l'apparition de ce terme en méme temps que le concept de
mutualisme, qui définit une relation a bénéfice réciproque entre deux organismes distincts (van
Beneden 1875). Aujourd'hui, les deux définitions perdurent, on parle de symbiose aux sens strict
pour définir une relation a bénéfice réciproque et de symbiose au sens large pour parler du concept
introduit par Anton de Bary qui inclut des interactions allant du parasitisme au mutualisme. Nous

utiliserons ici ce terme dans son sens le plus large.

Parmi tous les types de symbiose au sens large, la symbiose bactérienne est sans doute la plus
répandue. Il est aujourd'hui admis que tous les organismes pluricellulaires abritent des bactéries
(Hickman 2005). L'association entre les bactéries et les autres organismes est trés ancienne puisque
la mitochondrie auraitété acquise par les cellules eucaryotes au cours d'une endosymbiose entre une
archaebactérie et une alphaproteobactérie (Margulis 1996, Embley et Martin 2006). De la méme
facon, les plastes des plantes auraient également des origines symbiotiques et proviendraient de
plusieurs intégrations successives dans les différentes lignées d'algues (Keeling 2004, Gould et al.
2008). La diversité des associations microbiennes, en termes de diversité des partenaires et
d'impacts, a mené a l'apparition de la théorie de I'hologénome, qui considere I'h6te et la
communauté bactérienne qui lui est associée comme une seule entité appelés holobionte ou

symbiocosme (Rosenberg et al. 2007).
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1. Une communauté

Les communautés bactériennes associées aux étres vivants peuvent étre trés simples, avec
seulement quelques taxons bactériens représentés : la mouche du vinaigre Drosophila melanogaster
compte en moyenne 14 especes bactériennes dans des populations d'Amérique du Nord (Corby
Harris et al. 2007). D'autres communautés sont au contraire trés complexes : I'étre humain héberge
entre 500 et 1000 especes de bactéries différentes (Qin et al. 2010). Les insectes sont le groupe
d'organismes le plus répandu sur Terre (Basset et al. 2012) a la fois en termes de diversité de milieux
colonisés et de diversité d'especes, et cette grande diversité se reflete dans les relations qu'ils
entretiennent avec les bactéries. Les communautés bactériennes d'insectes ont également I'avantage
pour l'expérimentateur d'étre souvent simples avec une dizaine de symbiotes par hote, méme si des
contre-exemples existent : les termites hébergent parfois plus de 200 symbiotes différents
principalement contenus dans le tube digestif (Hongoh et al.2003, 2005). Longtemps étudiées pour
générer de nouveaux insecticides afin de contréler les populations d'insectes ravageurs, les
communautés bactériennes d'insectes ont connu un intérét croissant ces dernieres années du fait de
la découverte de leur implication dans la physiologie et/ou le comportement de leurs hotes
(Montenegro et al.2006, Sharon et al. 2010). Les écologistes se sont alors intéressés aux facteurs
influencant leur composition et leur structure mais peu d'études ont comparé simultanément les
communautés bactériennes de plusieurs espéces d'hotes (Colman et al. 2012, Jones et al. 2013) et
encore moins celle d'insectes impliqués dans des relations interspécifiques de type proies/prédateurs
ou hotes/parasitoides. Ces rares études ont montré que c'est principalement la proximité
phylogénétique des hotes qui structure les communautés bactériennes des insectes, le régime
alimentaire constituant un facteur de structuration secondaire (Chandler et al. 2011, Robinson et al.
2009). Les autres facteurs pouvant modifier la communauté bactérienne a I'échelle de I'individu ou
de l'espece sont le stade de développement des individus, I'activité de leur systeme immunitaire ou
des facteurs biotiques (présence d'ennemis naturels) ou abiotiques (pH, température,...) de
I'environnement de I'hote. Ainsi, les communautés bactériennes associées a D. melanogaster
peuvent étre profondément différentes en fonction des zones géographiques d'échantillonnage

(Corby-Harris et al. 2007).
2. Des partenaires plus ou moins indépendants

Les interactions entre bactéries et hotes sont définies selon plusieurs parameétres : la localisation de
la bactérie, I'impact de cette bactérie sur la fitness de son hoéte et la persistance dans le temps de

|'association entre la bactérie et son hote.
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Chez les insectes comme chez les autres animaux, les bactéries peuvent se localiser a I'extérieur de
I'note (ici, sur la surface de sa cuticule) ou dans des milieux plus confinés avec des contacts plus
intimes avec les cellules de I'h6te, tels que la lumiére du tube digestif, 'hémolymphe voire I'intérieur
des cellules. Ces bactéries vont également avoir différents impacts sur leur héte variant du
parasitisme au mutualisme. Elles sont le plus souvent commensales, la bactérie n'étant que
transitoirement en contact avec les cellules de I'héte, profitant de la niche qu'il procure. Les
communautés bactériennes associées au tube digestif chez les insectes colonisent un environnement
tres instable qui est fréquemment perturbé notamment par les différentes mues du développement
larvaire et la métamorphose finale qui peut provoquer une élimination quasi complete des bactéries
du tube digestif comme montré chez le moustique (Moll et al. 2001). Parmi les partenaires
bactériens, certains peuvent également étre pathogenes pour I'hGte. Les bactéries pathogenes
d'insectes sont séparées en deux catégories : les bactéries qui s'attaquent a des hétes sains et celles
décrites comme opportunistes, qui, en se retrouvant au contact des cellules d'individus déja affaiblis,
a la suite d'une blessure par exemple, se multiplient et deviennent pathogénes. La bactérie
Xenorhabdus nematophila par exemple est hébergée par un nématode entomopathogéne dans des

vésicules spécialisées ou elle n'est pas pathogene. Lors de l'attaque d'un insecte par le nématode,

Figure 5: Différentes possibilités de transmission horizontale des partenaires bactériens : A. Trophalaxie ; B.
Transmission par la consommation des feces de l'individu infecté ; C. transmission par la consommation du
cadavre de l'individu infecté ; D. Transmission via la prédation de l'individu infecté ; E. Transmission via le

parasitisme de l'individu infecté. //lustrations D. Poinsot.
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cette bactérie est sécrétée dans I'hémolymphe de I'hote ou elle agit comme un immunodépresseur
permettant aux nématodes de se développer et conduisant a la mort de l'insecte (Ji et Kim 2004). Cet
exemple illustre bien que les bactéries peuvent avoir un impact différent en fonction de I'h6te et de
son statut physiologique (Herbert et Goodrich-Blair2007), ici cette bactérie n'est pas pathogene pour
le nématode mais l'est pour les insectes qu'il attaque. Le mode typique de transmission de ces
bactéries est un mode de transmission horizontal qui décrit I'échange de symbiotes entre deux

organismes contemporains avec ou sans la participation d'un vecteur.

D'autres bactéries sont localisées strictement a l'intérieur des cellules de leur hote, on parle alors
d'endocytobiose. Le rapport intime entre les bactéries intracellulaires et leurs hétes leur ont permis
d'accéder aux cellules germinales et ainsi d'étre transmises maternellement a la génération suivante
directement a l'intérieur de I'ceuf. Ce type de transmission est appelée transmission verticale. Les
bactéries extracellulaires peuvent également étre transmises verticalement par la femelle mais
souvent par le biais de comportements tres spécifique, comme I'aspersion de la surface des ceufs
avec les excréments (qui contiennent le symbiote)(Kaltenpoth et al. 2009 ; Kikuchi et al. 2009). On dit
alors que la transmission est maternelle mais environnementale car elle provient d'un stock

environnemental de la bactérie hérité de la génération parentale (Gros et al. 1990, Figure 5).

Figure 6 : Différentes possibilités de transmission verticale : A. Transmission transovarienne; B. Transmission via

I'enveloppe des ceufs.//lustrations D. Poinsot.

Les associations bactériennes transmises verticalement, en se pérennisant, constituent un des
facteurs majeurs de I'évolution des espéces. La transmission maternelle de ces symbiotes a permis
de favoriser I'apparition de phénomeénes d'interdépendance rendant, en cas de bénéfice strict sur la
fitness, le symbiote obligatoire a I'hdte. On parle alors de symbiotes primaires ou obligatoires
(Douglas 1998). Ces bactéries apportent souvent a I'h6te des nutriments essentiels qui ne sont pas
disponibles dans son alimentation. C'est le cas de la bactérie Buchnera aphidicola pour les pucerons

ou de Wigglesworthia glossinidia brevipalpis, le symbiote obligatoire des mouches tsé-tsé, Glossina

24



Introduction

sp. (Douglas 1998, Aksoy 1995). Les symbiotes obligatoires sont souvent localisés dans des cellules
spécialisées appelé bactériocytes (Bauman 2005). D'autres bactéries, dites symbiotes facultatifs,
sont transmises verticalement et pourtant n'ont pas développé ces interactions d'interdépendance
avec I'hote. Elles ont développé des mécanismes permettant leur transmission en offrant des gains
de fitness ponctuels. Le complexe de symbiotes facultatifs du puceron du pois a été
remarquablement bien étudié et ces études ont montré des impacts positifs des symbiotes sur leur
hote face a des contraintes de |'environnement : Rickettsiella sp. a un impact sur la couleur des
individus et diminue le taux de prédation et de parasitisme (Tsuchida et al. 2010), Hamiltonnella
defensa protége partiellement voire completement contre les attaques de parasitoides (Oliver et al.
2003), Serratia symbiotica protége Buchnera aphidicola des températures élevées (Montlor et al.
2002) tandis que Regiella insecticolale protege contre le champignon entomopathogene Beauveria
bassiana (Scarborough et al. 2005). Toutefois, chaque symbiote a ici également un impact négatif en
diminuant la longévité et la fécondité des femelles, I'infection multiple augmentant encore les colts
(Oliver et al. 2006). La prévalence de ces bactéries dans les populations naturelles implique donc un
compromis entre les bénéfices apportés face aux contraintes environnementales et I'impact négatif
sur la fitness pour les individus. Les bactéries dites "manipulatrices sexuels" (Wolbachia, Rickettsia,
Spiroplasma ou Cardinium) ont développé des mécanismes permettant de diminuer la fitness du sexe
non transmetteur : le male-killing, (Hurst et al. 1999), la féminisation des males (Bouchon et al. 1998)
ou la parthénogénese thélythoque (Stouthamer et al. 1990), ou permettant de diminuer la fitness
des lignées femelles non infectées : I'incompatibilité cytoplasmique (O'Neill & Karr 1990, Rousset et
al. 1992, Werren et al. 1997). Ces bactéries peuvent également avoir des impacts variés sur les traits
d'histoire de vie des individus, par exemple en augmentant ou en diminuant la fécondité et la

longévité des individus (Min et Benzer 1997, Bian et al. 2013, Brelsfoard et Dobson 2011).

3. Un phénotype étendu pour I'hbte

Le phénotype d'un organisme peut étre défini comme tout caractére observable d'un individu
résultant de l'expression de ses genes dans un environnement donné (Johannsen 1909). La
communauté bactérienne d'un hote représente une démultiplication du nombre de cellules mais
surtout du nombre de geénes exprimés chez un individu, qui peuvent alors influencer différents
aspects du phénotype de I'h6te (Ridley et al. 2012). C'est dans ce contexte que le terme de
phénotype étendu a été défini par Richard Dawkins (1982). Chaque partenaire bactérien peut alors
étre considéré comme un "kit de génes" prét a I'emploi qui complexifie le rapport entre génotype et
phénotype de I'h6te et peut influencer ses capacités d'adaptation a son environnement. L'infection
d'individus d'une espece d'hoéte par différents cortéges bactériens pourrait alors modifier

suffisamment leurs phénotypes pour leur permettre d'exploiter des micro-niches écologiques
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limitant ainsi la compétition intraspécifique. Un phénoméne de spécialisation intraspécifique chez
|'espéce parasitoide généraliste Cotesia sesamiae a été décrit et les auteurs ont pu le mettre en
relation avec l'infection des individus par différentes souches de Wolbachia qui est corrélée avec une
modification des polyDNA virus des parasitoides (Branca et al. 2011). Chez le puceron du pois
également, la spécialisation a la plante hote semble étre accompagnée par des modifications des
communautés bactériennes (Haynes et al. 2003, Ferrari et al. 2004, Frantz et al. 2009). Ainsi, les
communautés bactériennes, de par leur instabilité entre les individus ou en fonction des parametres
environnementaux et leur transmission imparfaite entre les générations, vont provoquer une
augmentation de la diversité phénotypique au sein des espéeces ce qui, dans la théorie de la niche
écologique, est sensé favoriser I'exploitation des ressource par un plus grand nombre d'espéces au

sein des guildes.

Chez les parasitoides, les endosymbiotes ont montré de nombreux impacts sur la physiologie en
modifiant notamment la fécondité, la longévité, la capacité de dispersion ou le temps de
développement de leur hote (Stolk & Stouthamer 1996, Fleury et al. 2000). Les micro-organismes
peuvent également modifier les capacités de détection et de sélection des hotes par les parasitoides
(Zchori-Fein et al. 2001, Patot et al. 2010). Les partenaires bactériens semblent également étre
impliqués dans la reconnaissance des nids chez les insectes sociaux et pourraient étre impliqués dans
la reconnaissance de parentele chez d'autres animaux non sociaux (Lizé et al. 2013). Par exemple,
chez Gonozius legneri, un parasitoide présocial, le développement de larves sur le méme héte, méme
si elles ne sont pas apparentées, semble diminuer |'agressivité des interactions entre individus une
fois adultes (Lizé et al. 2012). Les traits écologiques modifiés par les partenaires bactériens sont tres
importants dans les stratégies d'exploitation des patchs d'hotes et le partage des ressources entre les
individus ou entre les espéces. Les bactéries pourraient alors étre des acteurs discrets mais majeurs

dans la compétition entre espéces.

Prédateurs et parasitoides exploitent différemment des ressources similaires qu'ils peuvent parfois
étre amenés a se partager. Alors que les prédateurs utilisent ces ressources pour leur nourriture et
les rendent inutilisables pour les autres membres de la guilde peu de temps aprés la premiére
attaque, les parasitoides les utilisent pour permettre le développement de leur descendance et les
ressources restent utilisables par d'autres organismes pendant un certain temps (Losey et al. 1997,
Schmidt et al. 2003). Dans leur stratégie d'exploitation des ressources, les parasitoides ont de ce fait
tendance a étre plus exigeants que les prédateurs car I'hote qu'ils parasitent doit étre d'une qualité
suffisante pour permettre a la larve de parasitoide de se développer alors que pour les prédateurs,
toute proie consommée augmente la fitness, méme si les proies de bonne qualité ou plus grosses

sont plus bénéfiques. Ainsi, méme spécialistes d'une espece, les prédateurs pourront se montrer
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relativement opportunistes quant au stade qu'ils attaquent, préférant souvent des proies plus petite
ou de la méme taille qu'eux car moins dangereuse a attraper et consommable rapidement alors que
les parasitoides vont choisir les hotes leur offrant les meilleures chances de descendants (Charnov et
Skinner 1984,Sinclair et al. 2003). Chez certains parasitoides, les adultes sont également prédateurs
des stades immatures de leurs hotes. Ces insectes vont donc étre en compétition avec un certain
nombre d'espéces pour la consommation des proies et également interagir avec d'autres
compétiteurs pour le parasitisme des hotes voire avec des insectes qui comme eux partagent le fait
d'étre prédateur et parasitoide de leur héte. Il parait donc intéressant d'étudier l'impact de la
compétition sur les stratégies d'exploitation des ressources et les mécanismes comportementaux
permettant a ces espéces de se maintenir dans leur environnement lorsque la compétition est

intense.
IV. Objectif global de la these

Dans ce travail de thése, nous avons voulu mettre en évidence des mécanismes comportementaux
qui pourraient permettre a deux espéces présentant les mémes stratégies d'exploitation des
ressources mais avec des degrés de spécialisation a I'h6te différents, de partager ces ressources
communes a chaque stade de développement et de coexister dans le milieu naturel. Plus
particulierement nous avons voulu étudier I'impact de la compétition directe entre larves et entre
adultes sur le comportement des deux espéces et sur l'issue de la compétition. Enfin, nous avons
également décrit les communautés de partenaires bactériens des deux compétiteurs, comme un

préalable a I'étude de I'impact potentiel du microbiome dans la compétition.

Aprés vous avoir brievement présenté les modeles biologiques que nous avons étudié au cours de
cette these, je vous présenterai plus en détail les expériences qui ont été menées chez ces deux

especes originales de parasitoide en compétition.
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Matériel biologique et objectifs de la thése

I les modéles biologiques

1. L'hote, Delia radicum

Delia radicum, aussi appelée familierement la mouche du chou, est un diptére de la superfamille des

Muscidae et de la famille des Anthomyiidae (Pont 1981).
Répartition et plantes hotes

Cette espece est répandue sur toute la région holarctique tempérée, c'est a dire la partie nord du
globe entre 35° et 60°N. Elle est présente en Europe, en Asie, en Afrique du Nord et en Amérique du
Nord ou elle a été introduite au XIXeme siecle a partir d'une population issue d'Europe de I'Ouest

(Biron 2000).

Delia radicum réalise son développement aux dépens des racines des plantes de la famille des
Brassicacées. Cette famille englobe des plantes sauvages telle que I'Alliaire officinale (Alliaria
officinalis), la bourse-a-pasteur (Capsella bursa-pastoris) ou la monnaie du pape (Lunaria annua) mais
également de trés nombreuses plantes d'intérét agronomique parmi lesquelles les différentes
especes de choux (Brassica oleracea), le radis (Raphanus sativus), le navet (Brassica rapa subsp.
rapa), le colza (Brassica napus subsp. napus), le rutabaga (Brassica napus subsp. rapifera) ainsi que
différentes espéces de moutarde. A I'heure
actuelle, on connait encore trées mal la
diversité des plantes attaquées par la mouche
du chou parmi les especes sauvages. Par
contre, elle est capable de se développer sur
I'ensemble de la gamme des Brassicacées
cultivées, elle est donc décrite comme une
espece spécialiste  oligophage et est
considérée comme un ravageur majeur des

Brassicacées dans le monde (Coaker et Finch

1971). De ce fait, elle fait I'objet de
nombreuses études pour améliorer le controle Figure 2 : GEufs de Delia radicum au pied d'un plant de

. brocoli. Photo : Sonia Dourlot.
des populations.
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Cycle biologique

Le cycle biologique de la mouche commence lorsque les ceufs sont pondus au collet d'une plante
hote. Ces ceufs sont allongés et blancs, et mesurent environ 2 mm de long. Ils vont mettre entre 2 et
14 jours a éclore en fonction de la température et de I'humidité de I'environnement (De Wilde 1947,
Neveu et al. 1997; Figure 1). On distingue ensuite trois stades larvaires chez cette espece. A
I'éclosion, la larve de premier stade se dirige grace a des stimuli olfactifs et gustatifs vers la partie
souterraine de la plante ou elle s'attaque
aux racines secondaires de la plante, ce
stade dure environ 4 jour a 20°C (Coaker
et Finch 1971). Elle commence ensuite a
pénétrer a l'intérieur de la racine de la
plante. Au second stade, la larve grossit
vite en se développant a l'intérieur de la
racine, ce stade dure 6 jour a 20°C. Au
troisieme stade larvaire, la larve mesure
en moyenne 8 mm de long et est tres

mobile, elle finit de se nourrir avant de

quitter la racine et de s'enfoncer dans le

sol pour se nymphoser. La durée de ce stade Figure 3 : Racine d'un chou chinois, Brassica rapa subsp.
pekinensis, attaquée par des larves de la mouche du chou,

est trés variable et dure entre 10 et 20 jours [ . o photo : Mikaél Bili

(Figure 2).

La larve se nymphose dans une enveloppe, de forme sub-elliptique appelée puparium. Dans la suite
du document, c'est le mot pupe qui sera employé pour désigner I'ensemble puparium + nymphe. Les
pupes sont souvent regroupées et forment de petits agrégats a proximité de la racine des plants sur
lesquels elles se sont développées (Mukerji et Harcourt 1970). D'une couleur blanchéatre au début de
la nymphose, les pupes brunissent au cours du temps. C'est grace a ce stade plus résistant aux
variations de température que D. radicum peut diapauser ce qui lui permet de résister a la
saisonnalité de la région holarctique. La diapause hivernale est induite par une exposition des larves
a des photopériodes inférieures a 12h couplées a des températures inférieures a 15°C. La diapause
estivale, elle, correspond a un arrét du développement lorsque les températures dépassent 20°C. On
observerait ainsi une augmentation de la proportion d'individus d'estivants dans une population

avec l'accroissement des températures (Missonnier 1963).
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Aprés une période de développement variable et fortement dépendante des conditions
environnementales, les adultes émergent des puparium. La premiére génération émerge de mars a
mai en fonction des conditions hivernales. Les adultes se nourrissent du pollen et du nectar des
fleurs et s'accouplent dans les premiers jours apres I'émergence. Les femelles vont ensuite détecter
les sites de pontes, d'abord a longue distance grace aux composés organiques volatils émis par les
plantes, qui sont associés ensuite a plus courte distance a des stimuli visuels (tels que la couleur ou la
taille des feuilles) pour sélectionner la plante ol elles atterrissent (Kostal et Finch 1994, Degen et
Stadler 1996). Elles descendent ensuite au collet de la plante pour pondre. Les ceufs sont pondus en
agrégats dans les interstices du sol a proximité de la plante ou directement a son collet. La longévité
potentielle d'une femelle est d'environ 45 jours pendant lesquels elle est capable de pondre 376

ceufs en conditions de laboratoire (Coaker et Finch 1969, Figure 3).

— A= Tl /il\m‘

Figure 4 : Male Delia radicum sur une feuille de brassicacées.
Photo : Jean Luc Kerveadou

Les dégats

C'est au cours des différents stades larvaires que la mouche du chou peut causer d'importants dégats
aux plantes. Les plants les plus jeunes sont les plus sensibles et une infestation précoce des champs
peut se traduire par des pertes économiques importantes pouvant aller jusqu'a 90% de mortalité
dans une culture non protégée (Finch, 1989). Par ailleurs, la mouche du chou cause des dégats aux

racines légumieres telles que les radis ou les navets, les rendant difficilement commercialisables.
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2. Les staphylins parasitoides

Aleochara bilineata et Aleochara bipustulata sont deux coléoptéres de la famille des Staphilinidae et
du sous-genre Coprochara (Mulsant et Rey, 1874). Le genre Aleochara comprend pres de 400
especes, reparties sur l'ensemble du globe et qui seraient toutes parasitoides de diptéres

cyclorraphes au stade larvaire (Maus et al. 1998).
Aire de répartition et spectres d'hotes

Les deux especes se répartissent sur toute la région holarctique. Leurs aires de répartition sont
toutefois un peu différentes. Aleochara bipustulata est retrouvé en Europe, en Afrique du Nord et du
Moyen Orient au Nord Est de I'Asie et il serait présent au nord de I'Inde (Samin et al. 2011).
Aleochara bilineata est également retrouvé en Europe et dans le Nord de I'Asie ainsi qu’en Amérique

du Nord ou il a été introduit en méme temps que D. radicum (Klimaszewski 1984).

Le style de vie "parasitoide" est apparu indépendamment chez plusieurs familles de coléopteres : les
Carabidae, les Meloideae, les Rhipiphoridae et les Staphylinidae (Eggleton 1992, Godfray 1994). Chez
les Staphylinidae, seules les espéces du genre Aleochara semblent étre parasitoides. L'espéce A.
bilineata est parfois décrite comme une espéce
généraliste car en tant que prédateur, elle est

relativement opportuniste ; toutefois en tant que

©

parasitoide, cette espece est spécialiste des 'ﬁ
diptéres du genre Delia qui comprend plusieurs
especes de diptéres phytophages ou saprophages. ‘
Aleochara bipustulata est, en revanche, plus
généraliste car il peut également parasiter d'autres
diptéres nécrophages ou coprophages tels que
Piophila casei, Musca domestica, Lucilia sericata ou

Figure 5 : CEufs d'Aleochara bilineata quelques heures
Ravinia pernix (Maus et al. 1998). avant I'éclosion. Photo Sonia Dourlot.

Cycles biologiques comparés des deux especes

Pour les deux especes, les ceufs sont pondus a proximité des plantes au pied desquels se trouvent
des hotes (Figure 4). llssont ellipsoides, d'un blanc opaque juste aprés avoir été pondus et

deviennent plus brun rosé apres plusieurs jours. Il semble que les ceufs des deux especes soient de
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taille équivalente (Colhoun 1953, Fuldner 1960). Les ceufs éclosent en moyenne apres 6 et 7,2 jours

environ respectivement pour A. bilineata et A. bipustulata (Fournet et al. 2000).

On compte trois stades larvaires chez les deux espéces qui
ne peuvent pas étre distingués l'une de l'autre pendant ces
différents stades (Figure 5 a 8). La larve de premier stade est
mobile et de forme campodéiforme. Apres éclosion elle part
a la recherche de I'h6te dans lequel elle va se développer en
tant que parasitoide solitaire. La taille de la larve est tres
variable (entre 0,7 et 1,6 mm) et les larves de A. bilineata
sont en moyenne plus grandes que celle de A. bipustulata
(Colhoun 1953, Fuldner 1960). La mortalité avant la
pénétration dans I'hOte est supérieure chez les larves de
premier stade de A. bipustulata que chez les larves de
premier stade de A. bilineata (Fournet et al. 2000). Les larves
peuvent vivre jusqu'a 10 jours mais leur capacité a parasiter
un hote commence a diminuer apres 96 heures (Fournet,
communications personnelles, Royer et al. 1999). La larve est
armée de puissantes mandibules et son dernier segment
abdominal présente un organe rétractile appelé pygopode.

Ce dernier lui permet d'adhérer a la paroi du puparium pour
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Figure 5 : En haut : larve de premier stade
Aleochara bilineata pergant un trou dans
le puparium de son héte. En bas : Larve de
premier stade Aleochara bipustulata
pénétrant a l'intérieur de I'hote. Photos
Sonia Dourlot.

pouvoir forer un trou avec ses mandibules. La larve pénétre ensuite a l'intérieur du puparium, blesse

la nymphe de mouche et se nourrit de I'hnémolymphe qui s'écoule de cette blessure (Colhoun 1953).

Aprés avoir commencé a se nourrir, la larve excrete une substance visqueuse par I'anus qui lui

permet de reboucher son trou d'entrée. Le premier stade larvaire dure environ 8 jours. Ce "bouchon"

serait également impliqué dans la discrimination d'hétes déja parasités par les larves de premier

¥
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Fiéaireiéﬁg Larve d

pénétration dans I'hGte. Photo Sonia Dourlot.
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stade (Lizé et al. 2010). Ainsi, il a été montré que les larves des deux espéces étaient capables de
discriminer les pupes parasitées des pupes saines et que les larves A. bilineata acceptaient plus
souvent un hdte occupé par une larve hétérospécifique que conspécifique tandis que les larves A.

bipustulata acceptaient autant chaque héte (Fournet et al. 1999).

Pendant le deuxiéme et le troisieme stade larvaire, la larve de forme éruciforme n'est plus mobile car
ses pattes se sont réduites (Fuldner 1960). Elle perd également ses puissantes mandibules en forme
de faucille remplacées par des mandibules plus petites en forme d'entonnoir plus adaptées a aspirer
I'hémolymphe de I'héte (Fuldner 1960). Pour pouvoir se nymphoser a l'intérieur du puparium, la
larve de troisieme stade doit finir de consommer entiérement la nymphe de mouche qui s'y trouve. Il
a ainsi été montré que le parasitisme d'un hote trop gros pouvait diminuer le succes parasitaire des

larves (Jonasson 1994).

Figure 7 : A gauche : Larve de deuxiéeme stade Aleochara bipustulata se nourrissant sur la nymphe extraite du puparium. A
droite : Larve de troisieme stade Aleochara bipustulata qui a fini de consommer la nymphe de mouche. Photos Sonia
Dourlot.

D'abord de couleur blanche, la cuticule de la nymphe se pigmente au fur et a mesure et finit par
devenir brune avant de devenir noire : la couleur de l'adulte. Le temps de développement entre le

premier stade larvaire et |I'adulte est d'environ 31 jours pour A. bilineata et est légerement plus long

Figure 8 : Nymphe Aleochara bipustulata en début de pigmentation
extrait du puparium de son hote. Photo Sonia Dourlot.
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pour A. bipustulata avec environ 35 jours (Fournet et al. 2000). La phase de nymphose permet a ces
deux especes de la méme facon qu'a leur héte de supporter la saisonnalité de la région holarctique
méme si des individus A. bipustulata semblent avoir été observés hivernant sous la forme d'adultes
libres (Fuldner 1960). Il est plus probable que A. bipustulata hiverne majoritairement sous la forme
de nymphe. En revanche, A. bilineata semble hiverner principalement sous la forme de larve de
premier stade (Fuldner 1960). Ainsi, les premiers adultes A. bipustulata émergent plus précocement
que les adultes A. bilineata au printemps (Ahlstrom - Olsson 1994). IIs sont observés dans les champs

qguelques jours apreés 'apparition des premiers adultes de D. radicum (Fuldner 1960, Bromand 1980).

Figure 9 : A gauche : Adulte Aleochara bipustulata. A droite : Adulte
Aleochara bilineata. Photos : Sonia Dourlot.

Les adultes des deux espéces sont d'un noir brillant, fusiformes avec les pattes marron foncé. Les
élytres sont courts pour les deux espéces et chez A. bipustulata présentent des taches rougeatres
pouvant étre plus ou moins brunes ou orangées bien délimitées (Figure 9). Ces critéres de coloration
des élytres peuvent étre plus ou moins fiables aussi I'observation de soies sur le bord postérieur du
sixieme tergite et sternite abdominal, des organes génitaux males et femelles ou I'utilisation d'outils
moléculaires permettent de les différencier avec certitude (Langlet et al. 1997).La taille des adultes
est variable et dépend directement de la taille de I'n6te dans lequel il s'est développé
indépendamment du sexe de l'individu (Langlet et al. 1998). Les adultes A. bilineata sont légerement
plus grands que les adultes A. bipustulata et les femelles A. bilineata, méme si elles ont la méme
taille que les males a I'émergence ont tendance a prendre du poids plus rapidement au début de la

période d'oviposition (De Wilde 1947, Colhoun 1953, Fuldner 1960, Langlet et al. 1998).
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L'accouplement peut se faire sur les sites d'émergence avant méme la recherche de nourriture
(Fuldner 1960). Les femelles adultes sont capables de pondre deux jours aprés I'émergence (Langlet
et al. 1997). Aleochara bilineata semble étre capable de détecter les plantes infestées grace aux
composés volatils qu'elles émettent lorsqu'elles sont attaquées par des dipteres phytophages (Ferry

et al. 2007).

v ?. ‘— - A . -- A > -~ 1'"'; 5.

Figure 10 : A gauche : Adultes Aleochara bilineata s'accouplant sur une racine de navet. A droite : Femelle Aleochara

bipustulata déposant un ceuf a proximité de la racine d'un plant attaqué par la mouche du chou, Delia radicum. Photos
Sonia Dourlot.

Les adultes se nourrissent des ceufs et des
larves de premier stade de leurs hotes; un
couple d'Aleochara serait capable de
consommer plus de mille ceufs de D. radicum
au cours de sa vie et les femelles sont
capables d'en manger deux fois plus que les
males mais il n'y aurait pas de différences
entre les deux espéces (Fournet, 2000). Les

adultes pondent leurs ceufs a proximité des

plantes infestées par des diptéres ou se

trouvent des hotes potentiels (Figure 10). Des Figure 11 : Adulte Aleochara bipustulata s'attaquant 3 une
larve de deuxieme stade de la mouche du chou, Delia

études en laboratoire ont montré que la radicum. Photo Sonia Dourlot.

fécondité journaliere des femelles A.

bipustulata était supérieure a celle des femelles A. bilineata avec respectivement en moyenne 11 et
8.5 ceufs. Par ailleurs, les femelles A. bipustulata peuvent vivre prés d'un mois de plus que A.
bilineata au laboratoire (169 jours vs 133 jours ; Fournet et al. 2000). Au niveau de I'attraction et de

la sélection du site de ponte, aucune étude n'a été menée simultanément sur les deux espéces. Chez
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A. bipustulata, il a été montré que les femelles étaient attirées a distance par les composés volatils
émis par les racines attaquées par les larves de diptéres mais qu’ a de plus courtes distances, les
femelles étaient davantage attirées par I'odeur du passage des larves de leur hote (Goubert et al.
2012). Chez A. bilineata, il a été montré que les femelles étaient capables de sélectionner leur site de
ponte et d'adapter la taille de leur ponte en fonction du statut d'infestation de la plante, de la

présence d'hotes et du statut parasitaire de ces hotes (Fournet et al. 2001).
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Il. Objectifs la these

Les études sur la biologie des deux especes ont montré que les traits d'histoire de vie semblaient
avantager A. bipustulata puisque les femelles en plus d'avoir un spectre d'hétes plus large vivent plus
longtemps, pondent plus d'ceufs, émergent plus tét dans la saison et en général sont retrouvées en
plus grand nombre dans les parcelles cultivées de Brassicacées (tableau 1). Il semble ainsi étonnant
gue ces deux especes proches coexistent dans le milieu naturel malgré leurs stratégies semblables
d'exploitation de la ressource et le fait qu'a notre connaissance ces deux espéces soient
principalement retrouvées sur des hétes communs : les diptéres du genre Delia. Pourtant, malgré la
pression de compétition que subit I'espéce spécialiste, A bilineata ne semble pas étre exclue par son
compétiteur ce qui suggere que des mécanismes sont en place pour que ces especes coexistent dans
le méme environnement et partagent leur ressource commune. Du fait de leur différence partielle de
spectre d'hotes, ces deux espéces sont d'excellents modeles pour étudier la relation entre capacités
compétitives et spécialisation a I'h6te pour chaque niveau de compétition (larvaire et adulte). Ce
travail se justifie d'autant plus que les coléoptéres parasitoides ont été relativement peu étudiés
dans le cadre de la compétition malgré le fait qu'ils présentent les particularités (i) d'étre également
prédateurs des stades immatures de leur hote au stade adulte et (ii) d'avoir des larves de premier
stade mobiles ce qui modifie les niveaux de compétition avec une possibilité de compétition
extrinséque entre les larves de premier stade. A ce jour, les travaux de Fournet (2000b, 2004), de Lizé
(2007) et une étude sur la compétition intrinseque entre A. bilineata et Trybliographa rapae (Reader
et Jones 1990) constituent les seules études sur la compétition engageant des coléoptéeres

parasitoides.

Dans une premiere partie, nous avons étudié la compétition extrinseque chez les femelles adultes
des deux espéces et plus précisément les réactions comportementales induites par la présence de
compétiteurs. Dans une premiere expérience, nous avons mesuré l'impact de la présence de
différents insectes (compétiteurs ou non) sur le nombre d'ceufs de D. radicum consommés par les
femelles A. bilineata et sur |'exploitation de site de ponte en situation de choix et de non choix. Dans
une seconde expérience, nous avons observé le comportement des femelles lorsqu'elles ont résidé
pendant un certain temps dans un site de ponte avec ou sans hotes et qu'elles sont mises en
compétition avec des femelles conspécifiques ou de I'autre espece. Nous avons plus particulierement
identifié les modifications comportementales chez les femelles de I'espece spécialiste, A. bilineata,
car d'apres nos hypotheses, c'est I'espéce qui a priori subit la plus grande pression de sélection en

faveur de I'adaptation de son comportement a la présence de son compétiteur abondant.
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Dans une seconde partie, nous avons déterminé l'issue de la compétition larvaire entre les deux
espéces lorsque les larves de premier stade prospectent simultanément a proximité d'un héte en
méme temps afin de déterminer si une espece domine l'autre dans la compétition larvaire. Du fait
que le délai entre les attaques des parasitoides hyménoptéres modifie l'issue de la compétition
intrinséque, nous avons ensuite mesuré l'impact d'un délai de 24h entre I'arrivée des larves afin de

quantifier I'effet de ce facteur dans la compétition larvaire entre nos deux espéces de coléopteres.

Enfin, dans une derniére partie, nous avons décidé d'explorer de nouvelles pistes pour mettre en
évidence les différences pouvant exister entre les deux especes de coléopteres, en étudiant une
partie souvent négligée de leur niche : les partenaires microbiens symbiotiques au sens large. Nous
avons donc décrit et comparé les communautés bactériennes portées par les deux espéces de
coléopteres et pour ajouter plus d'intérét a ce travail, nous y avons également intégré une partie du
réseau trophique dans lequel s'inserent nos deux espéces : leur héte commun principal, D. radicum
et un autre parasitoide, hyménoptere, parasitant également cet hote, Trybliographa rapae. Nous
avons alors cherché les facteurs majeurs influencant la structuration des communautés bactériennes
au sein de ce réseau trophique et identifié des symbiotes susceptibles de modifier les traits d'histoire

de vie de leur hote, et donc potentiellement la compétition entre nos deux espéces d'étude.
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Traits écologiques A. bilineata A. bipustulata
Spectre d'hote spécialiste généraliste
(1 genre) (plusieurs genres différents)
Adultes Taille des populations + +++
Fécondité journaliere moyenne 8,5 11
(ceufs/jour)
Longévité maximale en laboratoire 133 169
(jours)
Emergence sur le terrain comparée Plus tardive Plus précoce
Discrimination des compétiteurs ?? ?7?
Compétition par exploitation oui oui
Compétition par interférence ?7? ?7?
Prédation intraguilde cannibalisme et ?7?

prédation intraguilde

Larves Stratégie d'exploitation des hotes idiobionte idiobionte
ectoparasitoide ectoparasitoide

Temps de développement (jours) 31 35
Diapause larve de premier stade nymphe
Discrimination des compétiteurs interspécifique/parentele héte parasité/??
Issue compétition interspécifique ?7? ?7?
Communautés bactériennes ?7? ?7?
Partenaire bactérien identifié Wolbachia Wolbachia

Tableau 1 : Bilan simplifié de I'état des connaissances sur Aleochara bilineata et A. bipustulata au
début de cette these (seuls les traits pertinents en termes de compétition sont listés).
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La compétition par interférence entre femelles adultes

Présentation du Manuscrit 1 :
Female contests and competitor-driven clutch size adaptation
in a specialist coleopteran parasitoid
(En préparation pour Animal Behavior)

Lorsqu'un organisme exploite une ressource, il arrive fréquemment qu'il rencontre des compétiteurs.
Dans ce cas, la théorie suggére que les individus devraient modifier leurs comportements en fonction
de l'intensité de la compétition et la nature des compétiteurs (conspécifiques ou hétérospécifiques).
Ainsi la compétition par interférence a été étudiée chez une grande variété d'organismes et
notamment chez les hyménoptéres parasitoides, chez qui on a pu observer des choix
comportementaux permettant d'optimiser leur valeur adaptative. Toutefois, trés peu d'études
existent sur les coléopteéres parasitoides, malgré leur mode de ponte original (dans le milieu et non
pas directement dans I'hote). Dans cette expérience, nous avons observé les modifications
comportementales induites chez les femelles des deux coléoptéres parasitoides A. bilineata et A.
bipustulata par la présence de femelles conspécifiques et hétérospécifiques lors de I'exploitation
d'un patch d'hétes. Les hypothéses que nous formulions dans cette étude étaient que l'espece
généraliste A. bipustulata représente une forte proportion de la pression de sélection due a la
compétition subie par I'espéce spécialiste, qui pourrait développer des adaptations
comportementales a sa présence. Nous avons observé la taille des pontes et le niveau de prédation
exercés par les femelles du spécialiste A. bilineata lorsqu'elles ont le choix entre deux sites de ponte
présentant des modalités de compétition différentes. Nos résultats démontrent effectivement une
adaptation de A. bilineata a la présence de la compétition, avec une réduction de la ponte y compris
en présence de compétiteurs généralistes. Dans un second temps, nous avons observé les
comportements agonistiques de femelles adultes lorsqu'elles rencontrent un compétiteur
conspécifique ou hétérospécifique dans un site de ponte qu'elles ont pu explorer et exploiter
pendant 24 heures. Comme attendu, les femelles A. bilineata résidentes ont montré une agressivité
supérieure aux intruses, et cette agressivité était modulée en fonction de I'espece compétitrice chez
le spécialiste (plus grande agressivité vis a vis du compétiteur le plus dangereux a I'état larvaire, a
savoir sa propre espece). Ces résultats sont discutés en termes de choix optimaux réalisés par les

femelles et leurs impacts sur la coexistence des deux especes.
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Abstract

Interference competition is widespread among animals like mammals, birds or insects. Parasitoids
are insects that feed and develop at the expense of other arthropods, which they kill in the process.
The effects of competitive interactions on feeding, behavior and oviposition have been widely
studied in hymenopteran parasitoids. However, these questions have received very limited attention
in other groups of parasitoids such as coleopterans despite the fact that they exhibit very distinct
biological traits in nutrition (parasitoid bettles are predators) and egg laying (bettles do not have
piercing ovipositors and lay their eggs at some distance from their hosts). Here, we studied the
impact of the presence of competitors on clutch size, predation rate and aggressive behavior of
females of the rove beetle Aleochara bilineata, a specialist coleopteran parasitoid of dipteran pupae.
Aleochara bilineata females compete for hosts with conspecifics but also with females of Aleochara
bipustulata, a more generalist and more abundant parasitoid species. In laboratory choice
experiments, A. bilineata females laid more eggs in sites without competitors than in sites where
conspecific or heterospecific competitors were present. Moreover, when given the choice, A.
bilineata females laid more eggs in presence of heterospecific competitors than in presence of
conspecific competitors. Aleochara bilineata females displayed aggressive behaviors when
encountering competitors in oviposition sites where they had already spent 24 hours. Intraspecific
contests were more intense that interspecific ones. Aggressive behaviors could not be related to egg
load or to the number of larvae found at the end of the experiments. The adjustment of behaviors
and oviposition site choices are discussed in terms of the optimal choices made by specialist females

and their coexistence with a more abundant and generalist competitor.

Keywords: Parasitoids, host range, interference competition, oviposition site choices.
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Introduction

Interspecific competition is a strong evolutionary force driving the composition and diversity of guilds
(Schoener 1983). To coexist, species must share resources and previous studies have revealed several
mechanisms allowing them to do so, such as spatio-temporal resource partitioning, ecological
character displacement or resource spectrum differences (MacArthur 1972, Brown & Wilson 1956,
reviewed in Dayan & Simberloff 2005). The investment of species in competitive abilities is strongly
influenced by their capacity to i) find resources in other environments (i.e. their dispersal ability) and
ii) find alternative resources in the same environments (i.e. their degree of specialization)(Tillman
2000). For a given dispersion ability, specialist species (exploiting a narrow range of resources and
environments) are more affected by competition than generalist species (which can use a larger
range). Competitive abilities should have been selected for in specialists, because they have fewer
options to find alternative environments or resources. In addition, the abundance of a generalist
competitor is predicted to greatly amplify the asymmetry of competition and the strength of

selective forces borne by specialist species (Vasquez et al. 2007).

Parasitoids are insects that complete their larval development to the detriment of a single arthropod
host, which they kill in the process (Eggleton & Gaston 1990). In parasitoids, competition may be
extrinsic (i.e. between free ranging adults) or intrinsic (larval competition inside the host) (De Moraes
et al. 1999). Hosts represent a limited resource for which females must compete to lay their eggs.
Females compete both indirectly when they exploit quantity-limited resources and then restrict
exploitation by other individuals (i.e. exploitative competition) or directly when competitors meet
during the exploitation of a common resource (i.e. interference competition) (Birsch 1957). Contrary
to predators, hosts parasitized by parasitoids remain available for competitors for a time that varies
depending on parasitoid species and parasitoid females may increase investments to avoid
destruction of their clutch. Consequently, when foraging in host patches and encountering
competitors, Optimal Foraging Theory predicts that parasitoid females should adapt their behavior
such as host patch exploration, exploitation or investment in each clutch to conserve the best fitness
and increase the probability of success of their progeny (Charnov 1976, Goubault et al. 2005, Le Lann

et al. 2008, 2011, 2012).

Several studies have shown that encounters with competitors can influence clutch size both in
predators and parasitoids(Agarwala et al. 2003, Visser et al. 1998). In predators, encountering both
conspecific and heterospecific competitors often decreases clutch size but all heterospecific species
do not induce this effect; probably depending of the strength of interactions between species (Taylor

et al. 1998, Agarwala et al. 2003). Chemical cues indicating previous presence of competitors can also
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induce a reduction of clutch size depending on age and experience of predator females (Ruzicka
1994, Frechette et al. 2004, Oliver et al. 2006). In parasitoids, modification of clutch size in response
to competitor presence depends on the biology of the species studied. Solitary parasitoids increases
their clutch size and self-superparasitized hosts more often while gregarious parasitoids tend to

decrease their clutch size to limit sibling competition (Visser et al. 1998, Yamada & Sugaura 2003).

In predators, level of predation is generally assumed to depend on the number of prey and impact of
presence of competitors on the level of predation was mostly studied in patchily distributed
resources predators such as aphid predators (Lucas et al. 2002, Agarwala 2003). As for oviposition,
presence of competitors frequently decreases the number of aphids eaten by females depending of

species and stages of heterospecific competitors (Lucas et al. 2002).

Encountering competitors during the exploitation of resources can also induce contests between
animals. Animal contests are widespread among both vertebrates and invertebrates, ranging from
non contact displays to lethal aggressions (Huntingford et al. 1987). Three categories of factors
influence aggressiveness of female contests. First, the resource holding potential (RHP), which
includes all factors attributed to the competitive abilities of individuals such as their size, weight or
weapons (sting and mandibles) (Whitehouse 1997, Riechert 1998, Archer and Thanzami
2007,Andersson & lwasa 1996, reviewed in Hardy & Briffa 2013). Second, the resource value (RV)
which is the value that each competitor places into the resource and which could influence parasitoid
motivation (Enquist & Leimar 1987). This factor could be driven by the quality of the host such as its
size or physiological state (because healthy or large hosts are often more valuable, Humphries 2006),
but it can also depend on female parameters such as past experiences or the number of mature eggs
in their ovarieswhich could increase their motivation to fight for the patch (Enquist & Leimar 1987,
Goubault & Decuigniere 2012, Stokkebo & Hardy 2000, Mohamad et al. 2010). Finally, the order of
arrival on the patch greatly influences the outcome of contest : "owners" (females already present in
host patches) usually win contests against "intruders" (females arriving after them) (Mohamad et al.

2012).

Despite the fact that host spectrum could strongly influence the resource value attributed to suitable
hosts and the motivation of females (specialists should perceive a higher RV than generalists), it was
studied only in one model of parasitoid in competition (Mohamad et al. 2011). Moreover, since
hymenopteran species represent almost 80% of parasitoid diversity, extrinsic competition has only
been studied in this order. Contests have been mostly studied in bethylid wasps (Hardy & Blackburn
1991, Petersen & Hardy 1996, Stokkebo & Hardy 2000, Humphries et al. 2006) even if contests have

been described in other families more recently (Goubault et al. 2007a, Mohamad et al. 2010, 2011).
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Female contests in coleopteran parasitoids have never been described and studied. A particular
originality of our biological model is that Aleochara is both a predator and a parasitoid of its host,
which means that by defending a patch against competitors, females can secure at the same time

hosts for their offspring and food resources for themselves

Aleochara bilineata (Gravenhorst) (Coleoptera: Staphylinidae) is a ground-dwelling parasitoid of
dipteran pupae including the cabbage root fly Delia radicum L. (Diptera: Anthomyiidae) which is a
pest of brassicaceous crops (Maus et al. 1998). Unlike hymenopterans, coleopterans do not have a
piercing ovipositor to lay their eggs inside the host. Accordingly, they lay their eggs in locations that
are likely to harbour hosts and the mobile first instar larvae, hatching a few days later, search for the
hosts where they will develop as solitary parasitoids. In brassicaceous fields in Brittany, A. bilineata
compete for parasitism of pupae with a closely related species, Aleochara bipustulata. While A.
bilineatais a specialist parasitoid of cyclorrhaphous flies of the genus Delia, A. bipustulata is more
generalist as it parasitizes other phytophagous, saprophagous, coprophagous or necrophagous flies
(Maus et al. 1998). Aleochara adults are also predators of host eggs and larvae (Fuldner 1960). Both
Aleochara species are found at the same time in the same crop fields where most available hosts will
be D. radicum pupae, and competition between these two species can occur (Josso 2012). In
addition, A. bilineata females have lower fecundity and longevity (Fournet et al. 2000), do not benefit
from alternative hosts and are often less abundant in the field. Previous study on the choice of
oviposition sites have shown that A. bilineata females are capable to adapt their clutch size to
environmental cues such as presence of infested plant, the presence of pupae or the quality of hosts
(Fournet et al. 2001). Due to the stable coexistence of these two species in the field, we think that A.
bilineata females may compensate their handicap in fecundity and longevity by stronger competitive
abilities such as an adaptation of clutch size and a more aggressive behavior when facing A.

bipustulata competitors.

The aim of the present study is to investigate choices made by females of the specialist species, A.
bilineata when they encounter competitors in a host patch. In a first experiment, we studied, the
impact of competitors on oviposition site choices and host egg predation rate. Females had to
choose between two areas containing either (i) A. bilineatacompetitors vs no competitor, (ii) A.
bipustulata competitors vs no competitor, or (iii) A. bilineata competitors vs A. bipustulata
competitors and finally, no competitors vs other insects that are not competitors. Each site also
contained two hosts and 20 D. radicum eggs to measure daily predation. The last treatment was used
to establish whether females would avoid a patch simply because other insects are present. We

expected that females would preferentially exploit patches without competitors in order to decrease
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competition for their progeny and preferentially exploit the site with interspecific competitors when
the alternative choice was a site with intraspecific competitors, which could explain the coexistence
of these two species. We could not predict the impact of competitors on the level of predation of A.
bilineata females, a particular model which are both generalist predators and specialist parasitoids,
and also because studies on predators have shown that conspecifics or heterospecific species could
both impact or have no influence on predation levels. In a second experiment between owner and
intruder females, we studied behaviors of A. bilineata females when encountering conspecifics or A.
bipustulata intruders in a host patch which they had exploited for the past 24 hours. In contest
experiments, we expected that A. bilineata females having spent 24 hours in the patch would be
more aggressive than intruders during confrontations. Specialist females are expected to have the
highest RV, consequently we postulated that intraspecific contests between A. bilineata females
would be more aggressive than interspecific contests. We also tested the correlation between
aggressiveness and egg load and between aggressiveness and number of larvae recovered at the end
of the experiment to study their influence on the motivation of A. bilineata females, the prediction
being that previous or future exploitation of host patches should increase the motivation of females

and therefore their agressivity.
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Materials & methods

Insect rearing

Host strain

The D. radicum population was established in 2011 from pupae collected in broccoli fields at Le Rheu,
Brittany, France (48° 07’ 16" N, 1° 47’ 41” Q). It was refreshed yearly with wild individuals from the
same location. The strain was maintained on Swede roots (Brassica napus) in a climatic chamber

(20£1°C, 60110 % RH, 16-L: 8-D) following a method derived from van Keymeulen et al. (1981).

Parasitoid strain

Aleochara bilineata and A. bipustulata strains were established in 2012 from parasitized D. radicum
pupae collected also at Le Rheu in the same location as described above. Adults of each species were
kept in separate plastic boxes (16 x 9.5 x 8cm) filled up with moistened vermiculite containing D.
radicum pupae, minced beef ad libitum as food source and covered with a wet paper towel. Once a
week, adults were collected from the rearing box and placed in another one with fresh pupae.
Parasitized pupae were recovered and stored separately until parasitoid emergence. Emerging adults

were either used for maintaining the rearing or for the experiments.
Flea beetles

Adult Phyllotreta sp. individuals were sampled in broccoli fields at Le Rheu in 2014 in the same
location as described above. They were stored in a climatic chamber under the same conditions and
provided with broccoli leafs for food and humidified cotton wool for water. Individuals were kept for

up to one week.

Preparation of A. bilineata females

All A. bilineata individuals emerging were put together in a plastic box (@: 11cm ; h: 8cm) to ensure
the fecundation of females. They were provided with a piece of humidified cotton wool and minced
beef meat as sources of water and food respectively and stored in a climatic chamber under the
same conditions for 4 or 5 days. Females were then isolated in a cup (@: 4.2cm, h: 3.2cm) (Solo Cup
Co®, Urbana, USA) with a 1 cm? piece of humidified foam for water and a small piece of minced meat
for food. They were stored again in the climatic chamber for 2-7 days until they were used in
experiments. Consequently, females were 9-14 days old when used in experiments. Each females

were used only once.

Adjustment of clutch size to the presence of competitors
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The aim of this study was to determinate if A. bilineata adjust their oviposition site choices in
presence of competitors. Here, competitors were enclosed in a punctured Eppendorf tube. They
could make antennal contact through holes with tested females and were visible but could not get
out of the Eppendorf tube. A female was placed in the middle of a box (25x14x9cm) with two
humidified pieces of foam at each extremity as oviposition sites. Aleochara females will readily lay
their eggs on such sites, especially if host cues are present. On each piece of foam, we placed (i) 20 D.
radicum eggs aged less than two days (to ensure that larvae did not hatch during experiments) were
placed to monitor predation rate, (ii) a pierced Eppendorf® containing two D. radicum pupae to
provide host cues (females could touch and go near the two hosts)and (iii) different competition
modalities. Dual choices were: (i) five A. bilineatafemales vs no competitor, (ii) five A. bipustulata
females vs no competitor, (iii) five Phyllotreta sp. individuals vs no competitor (iv) five A. bilineata
females vs five A. bipustulata females. Tested females were removed daily from the experiment box
and stored in a clean cup, while eggs laid by A. bilineata females in each site were counted and
removed. Intact D. radicum eggs were counted to estimate the number of predated eggs, replaced by
fresh D. radicum eggs. After this period of time (or this short manipulation) females were replaced in
the middle of the same experiment box for the next 24 hours. Experiments were conducted during

three consecutive days for each female.
Contest behaviors in the presence of competitors

Five D. radicum pupae and a small piece (about 1g) of swede root representing a host patch
(previously infested by D. radicum but from which larvae have left to pupate) were placed in a mini
Petri dish (@ : 3cm ; h : 0.8 cm) and put in the middle of covered circular dish (@ : 6cm ; h : 1.3cm)
used as an arena for contests. Arenas were almost filled up with humidified sand and placed for two
hours in the climatic room. Then, one A. bilineata or A. bipustulata female was placed in the arena
which was stored again for 24h in the climatic room (these females were considered as "owners").
After this period, an A. bilineata or A. bipustulata female was added (these females were considered
as "intruders") and the behaviors of each female were observed and recorded for 10 minutes. Both
owners and intruders could be either A. bilineata or A. bipustulata females but we only analysed A.
bilineata behaviors during interspecific and intraspecific contests.Behaviors were divided into three
categories: (i) antennal contacts (one individual touches the other with one or both antennas), (ii)
aggressive behaviors (the female raises its abdomen, pushes the opponent with its abdomen or bites
with its mandibles) and (iii) escape behaviors (the female moves away from the opponent). After the
contest, females were dissected and the number of mature eggs in their ovaries was counted. Arenas

were further stored in the climatic room for five days and then five more fresh D. radicum pupae
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were added to provide at least five hosts of the right stage to Aleochara larvae potentially hatching
from the eggs laid. After five more days, all pupae were observed under a binocular microscope and
the number of Aleochara larvae was counted and we used it as a proxy of the number of eggs laid by
females because eggs would have been very difficult to recover from the sand. Parasitized hosts
were attributed to owners eggs because intruder females did not have the time to lay eggs during
contests and were never seen ovipositing during the experiments. This data was collected because
investment in contests of owner females could be correlated to exploitation of the host patch before

the contest.

Statistical analysis

Proportions of A. bilineata eggs laid in each site were compared for each choice experiment using a
Wald test in a Generalised Linear Mixed-model (GLMM) following a negative binomial distribution
with the factor day nested into the random factor female. The proportions of D. radicum eggs
predated in each site were compared for each choice experiment using a Wald test in a GLM
following binomial distribution with the factor day nested into the random factor female. Numbers of
each type of behavior (contact, aggressive and escape), number of mature eggs and numbers of
larvae retrieved (only for owners) were compared between type of contest (intraspecific and
interspecific) for owners and intruders using a GLM following a negative binomial distribution . The
number of behaviors, the number of mature eggs and the number of larvae retrieved (only for
owners) were compared between owners and intruders using a GLM following a negative binomial
distribution. In intraspecific contests we added the confrontation as random factor (GLMM).
Correlative analyses were conducted using a Spearman correlation test. Statistical tests were

conducted at a critical level of =0.05 and performed using R version 3.10 (R core Team 2014).
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Results

Adjustment of clutch size to the presence of competitors
Choice of oviposition site

A. bilineata females laid significantly more eggs in sites without competitors than with A. bipustulata
(GLMM; P = 2.2x10%; Figure 1A) or A. bilineata competitors (GLMM; P = 2.2x10™"%; Figure 1B). On the
contrary, females laid more eggs in sites with Phyllotreta sp. than in sites without any insects (GLMM;
P = 2.2x10"%; Figure 1C). Finally, A. bilineata females laid significantly more eggs in sites with A.

bipustulata females compared to sites with conspecificfemales (GLMM; P = 0.015; Figure 1D).
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Choice of predation site

The number of D. radicum eggs predated by A. bilineata females was not different between sites
when the choice was between a site without competitor and one with A. bipustulata females, a site
with A. bilineata females or one with Phyllotreta individuals (GLMM; P = 0.31, P = 0.95 and P = 0.52
respectively; Figure 2A,B & C). On the contrary, A. bilineata females predated significantly more D.
radicum eggs in the site with A. bipustulata females compared to the site with A. bilineata females

(GLMM; P = 0.003; Figure 2D).
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Figure 2:Mean daily number of D. radicum eggs predated by a A. bilineata female in each sites
when giving dual choice between: (A) five A. bipustulata females vs no competitor (N=29), (B)
five A. bilineata females vs no competitor (N=44), (C) five individuals of Phyllotreta sp. vs no
competitor (N=29) or (D) five A. bilineata females vs five A. bipustulata females (N=32). Bar
indicate standard error. Wald test on GLM : **P<0.01, NS P>0.05.
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Contest behaviors in the presence of competitors
Comparison between interspecific and intraspecific contests for owner and intruder females

The behavior of owners did not differ significantly in terms of contact or escape behaviors between
intraspecific or interspecific contest (GLM; respectively P = 0.23 and P = 0.56). However, A. bilineata
owners were significantly more aggressive when engaged in an intraspecific contest (GLM; P = 0.04).
Owners also presented significantly fewer mature eggs in their ovaries after the experiment when
they had been engaged in an intraspecific contest (GLM; P = 0.005) although the number of larvae

retrieved in each experiment was not significantly different (GLM; P = 0.4) (Table 1).

Intruders females emitted significantly more aggressive and escape behaviors in intraspecific
contests (GLM; respectively P = 0.005 and P = 0.0005). The numbers of mature eggs in ovaries were
again significantly higher in females engaged in interspecific than in intraspecific contests (GLM; P =

0.01). Contact behaviors did not differ between treatments (GLM; P = 0.46) (Table 1).
Comparison between owner and intruder females

In intraspecific contests, A. bilineata owners emitted significantly more contact behaviors than
intruders (GLMM; P = 0.003) and were also significantly more aggressive (GLMM; P = 0.02).
Consequently, intruders emitted significantly more escape behaviors (GLMM; P = 8.4x107). Finally,
intruder females had more mature eggs in their ovaries than owner females (GLMM; P = 0.02; Table

1).

In interspecific contests, owners tended to be more aggressive and intruders to escape more but the
differences did not reach significance (GLM; P = 0.08 and P = 0.07, respectively). The numbers of

mature eggs were not significantly different between owners and intruders (GLM; P = 0.4; Table 1).

Type of Female Contact Aggressive Escape larvae
contest status behaviors behaviors behaviors mature eggs | retrieved
intraspecific | owner 36+10aA [5.7+094aB |13+0.2aA [2.4+0.8aA |3.810.72A
intruder 1.2+03bA |3.1£0.50bB |[5.9+1.1bB |6.5+1.4bA -
interspecific | owner 22+062aA [3.1+0.67aA |1.1+03aA |76*+2.7aB |[5.0+x10A
intruder 1.7+0.43aA |1.8+036aA |19+043aA [9.8+2.0aB -

Table 1: Mean number of each type of behavior emitted by females during the 10 minutes contest, mean number of mature
eggs in their ovaries just after the contest and larvae observed in pupae 10 days after the start of the experiment for each
female in function of their status and the type of contests. Different lowercase letters indicate significant differences
between owners and intruders for a given type of contest. Different capital letters indicate significant differences between

intraspecific and interspecific contests for a given female status.
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Correlative analyses

We tested correlations between egg load or the number of larvae retrieved after experiments and
the number of each behavior emitted by owners. No correlation was significant, although egg load
had a tendency to be positively correlated to aggressive behaviors in owners engaged in an

intraspecific contest (r = 0.41, P = 0.07; data not shown).
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Discussion:

To our knowledge, these two experiments represent the first description of interference competition
in adult coleopteran parasitoids for host patch resources. The aim was to study the behavioral
modifications of females of the specialist species A. bilineata when facing different competitors in
host patches. We showed that A. bilineata females discriminate between sites with or without
competitors and lay more eggs in the absence of competition. Moreover, these females discriminate
conspecific from heterospecific competitors and adjust both clutch size and aggressiveness levels to

the type of competitor encountered.

A. bilineata females were able to perceive and distinguish different insects enclosed in a punctured
tube. Both the presence of conspecific or A. bipustulata competitors reduced the number of eggs laid
in oviposition sites when an alternative competitor-free site was available. When both sites harbored
competitors, adult females of the specialist species (A. bilineata) laid more eggs in the site with the
generalist competitor. These results agree with previous studies showing that first instar A. bilineata
larvae are already capable of discriminating conspecific from heterospecific larvae in a parasitized
pupae (Fournet et al. 1999). It is also coherent with a study of larval competition between these two
species showing the larval superiority of the specialist species over its generalist competitor (Bili et
al. submitted). On the contrary, when given the choice between a site without competitors and a site
with another non competitor insect (the flea beetle Phyllotreta sp., a phytophagous coleopteran), A.
bilineata females surprisingly laid more eggs in the sites with flea beetles. However, Phyllotreta sp.
are plant feeders and individuals were fed with broccoli leafs. Aleochara bilineata females actively
search for odours of roots of Brassicaceous plant infested by D. radicum larvae to lay their eggs
(Fournet et al. 2001). In our set up A. bilineata females may be responding to brassicaceous odours
emitted by flea beetle frass . Together our result shows that (i) odours emitted by insects inside the
Eppendorf tube were detected by the tested females and (ii) it is the presence of competitors and
not that of any insect that decreased the number of eggs laid by A. bilineata females. In addition, the
fact that A. bilineata females predated host eggs in the two sites every day in each treatment
demonstratess that females visited both sites and were able to make an informed choice when laying

their own eggs.

Clutch size adjustment has been shown in a great variety of animals such as birds, frogs or insects
(Lack 1947, Resetarits & Wilbur 1989, Charnov & Skinner 1984,1985). It was more recently studied in
predatory beetles and in hymenopteran parasitoids (Visser et al. 1998, Goubault et al. 2007b,
Agarwala et al. 2003). Due to their biology, solitary parasitoids generally increase their clutch size

when females have previously encountered competitors; such behavior enhances the probability of
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survival of one larva in a host during parasitism by other larvae of the same (superparasitism) or
other species (multiparasitism) (Visser et al. 1998). On the contrary, gregarious parasitoid, females
decrease their clutch size after encountering competitors to decrease competition between larvae
and avoid physiological suppression or fitness cost for their progeny (Visser et al. 1998). A smaller
clutch size will also increase the size of emerging adults which could be an advantage in future
competition with other parasitoids (Visser et al. 1998, Goubault et al. 2007b). Although their larvae
are solitary, parasitoids of dipteran pupae such as A. bilineata lay their eggs in the patch and not in
the host. Accordingling they couldbehave more like gregarious parasitoids and were called "quasi-
gregarious" parasitoids, considering host patches, where they lay clutches of eggs, as host units
(Hardy 1994). A. bilineata females have previously been shown to adjust clutch size to environmental
cues such as presence of infested brassicaceous plants, D. radicum eggs or hosts (Fournet et al.
2001). Here, the presence of competitors apparently reduced the value of the patch and
consequently decreased clutch size allowing to decrease the cost of larval competition or to avoid
intraguild predation as cannibalism can occur in this species (Lizé 2007). On the contrary, the
presence of competitors in a site did not impact the level of predation when the alternative choice
was a site free of competitors. In Menochilus sexmaculatus, a coleopteran predator of aphids, the
presence of competitors also reduce clutch size but not the number of aphids eaten (Agarwala et al.
2003). Our first explanation for was that the competition pressure borne by females for predation is
probably lower compared to that for host parasitism and did not lead to behavioral modifications
because Aleochara beetles are generalist predators. However, when given the choice between a site
with conspecific and heterospecific competitors (the generalist A. bipustulata), A. bilineata females
predated more eggs in sites with A. bipustulata competitors. This result was surprising because
females did not seem to adjust the number of D. radicum eggs they eat to the level of competition.
Therefore we hypothesize that A. bilineata females (i) avoided costly aggressive interactions with
conspecific females and (ii) as a result decreased the level of intraspecific competition by reducing
the level of predation in host patches harbouring conspecific females. Such behavior could be
adaptative and increase dispersion of A. bilineata females, leading to a better repartition of specialist
females and by doing so decrease the amount of intraspecific competition compared to interspecific
competition. This would improve the chances of a stable coexistence with A. bipustulata, its
abundant and potentially weaker competitor (Ilves 1988). Finally, females could lay their eggs mostly
in sites with heterospecific competitors because larvae of A. bipustulata are lower competitors
during larval competition (Bili et al. submitted). Consequently, larvae that compete with
heterospecific larvae have increased probability of success compared to those that compete with

larvae of the same species.

60



La compétition par interférence entre femelles adultes

In the second experiment, we observed the behavior of"owner" females encountering "intruder"
female competitors on a host patch they had exploited for the past 24 hours. Both owner and
intruder could be either A. bilineata or A. bipustulata females but we only analysed A. bilineata
behaviors during interspecific and intraspecific contests. During intraspecific contests, owners took
more often the initiative of interaction and were more aggressive than intruders which fled more
often although they had more mature eggs in their ovaries. Aggressive behaviors have been
described in several studies on coleopterans and even in the Aleochara genus where they are
emitted by males during contests for females (Howden & Campbell 1974, Hanley 2001, Okada &
Miyatake 2004, Peschke 1987, Forsyth & Alcock 1989). In our settings, females cannot leave arenas
and consequently we could not assess formally which opponents won the contests. However, the
RHP of females influences aggressiveness as a component of competitive abilities. Owner females
were then more likely to be more aggressive than their intruder opponents. These results agree with
other studies that showed ownership as the main factor influencing competitive abilities and the
outcome of competition during animal contests; the owner frequently winning the competition
against an intruder (Hammerstein 1981). The same behavioural patterns between owner and
intruder females were observed in each type of contests but as there were fewer interactions in
interspecific contests (both with A. bilineata as owner and as intruder), females ofeach status only
showed tendencies to behave differently. In intraspecific contests, interactions were more frequent
and both owner and intruder females were most aggressive. It was expected because specialist
species have higher RV and should invest more in contest when confronted to patches harboring
their specific host compared to generalist species which can find alternative hosts more easily. This
result also demonstrates the high cost for A. bilineata females to exploit patches already occupied by
conspecific females and could explain the behavioral choice made in the previous experiment where
patches harbouring conspecifics were avoided. Other factors, such as the size or weight of
opponents, have not been studied here and could also influence the outcome of contests (Forsyth &
Alcock 1989, Petersen & Hardy 1996). It would be interesting to consider them in further

experiments on Aleochara species.

The number of mature eggs found in the ovaries of both owner and intruder females after the
experiment was also significantly higher in interspecific contests although there was no difference in
the number of larvae retrieved after each type of contest (which we used as a proxy of the number
of eggs laid by owner females). We cannot explain this result because interspecific and intraspecific
observations were done alternatively each week during 6 weeks. Two outliers (females that harbored
more than 40 mature eggs remaining in their ovaries after interspecific contests) were removed from

the analysis but it did not cancel the difference between each type of contest showing that
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differences in the number of mature eggs was more spread among females. The physiological state
of females was shown in previous studies to influence contest resolution in the parasitoid wasp
Gonozius nephantidis (Stokkebo & Hardy 2000). Consequently, differences between intraspecific and
interspecific owners could explain the difference of aggressiveness between each type of contests if
an increasing number of mature eggs in their ovaries would decrease the investment of female in
contests. However, this hypothesis is not coherent with our results because the number of mature
eggs in ovaries showed tendencies to be positively correlated with aggressive behaviors in
intraspecific contests. Surprisingly, the number of parasitized pupae retrieved after contests (used as
a proxy of the number of eggs laid by the owner) was not different between types of contests and
also not correlated to the number of aggressive behaviors emitted by owner females. Further
experiments are needed but it seems to indicate that aggressive behaviors were not emitted to avoid

intraguild predation as shown for example in burying beetles (Bartlett 1987).

We reported here choices made by specialist coleopteran parasitoid females that adapt their level of
predation, oviposition and behavioral responses to the competitor they encounter in host patches.
The factors influencing RHP or RV and consequently the investment of females in contests need to be
part of further studies on this species. Aleochara bipustulata females should also be studied in the
same way to validate the relation between competition asymmetry, host specialization and
competitive abilities. The part taken by interference competition in the coexistence of these two
species should be considered. Indeed, A. bilineata females seem to decrease intraspecific
competition on a given patch by emitting intense aggressive behaviors towards conspecific females,
and such intraspecific segregation could help explaining the stable coexistence of specialist species

with abundant generalist competitors in the field.
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Présentation du Manuscrit 2 :

Host specialization and competition asymmetry in coleopteran parasitoids

(en révisionparOecologia)

Chez les parasitoides, I'exploitation d'un héte ne fait pas disparaitre instantanément la ressource, qui
reste disponible pendant un certains temps pour d'autres prédateurs ou parasitoides. Chez les
parasitoides solitaires, si plusieurs larves tentent de se développer au sein du méme hote
(superparasitisme ou multiparasitisme), une lutte a mort s'engage entre les compétiteurs. Cette
compétition dite intrinséeque a été largement étudiée chez les hyménopteres parasitoides, chez
lesquels les femelles peuvent avoir un fort impact sur l'issue de la compétition larvaire : elles peuvent
tuer l'oeuf ou la larve du compétiteur déja installé, grace en particulier a leur ovipositeur. Au
contraire, chez les coléopteres staphylins du genre Aleochara, qui pondent dans le milieu et non dans
I'hote, ce sont les larves mobiles de premier stade qui trouvent et évaluent I'h6te dans lequel elles
vont se développer : elles sont donc les seules actrices directes de la compétition larvaire. Dans cette
étude nous avons déterminé l'issue de la compétition entre les larves de premier stade des espéces
A. bilineata et A. bipustulata lorsqu'elles prospectent en méme temps a proximité d'un hote et
peuvent le parasiter. La précocité de I'arrivée sur I'h6te étant habituellement un facteur majeur dans
la réussite de la compétition larvaire, nous avons également étudié I'impact d'un délai de 24 heures
entre l'arrivée des deux larves a proximité de I'h6te. Nos hypothéses étaient que (i) la larve
parasitant I'h6te en premier aurait I'avantage dans la compétition et (ii) I'espéce spécialiste serait le
meilleur compétiteur larvaire (car les larves de cette espéce ont moins de chance de trouver un héte
alternatif dans le méme environnement que les larves de |'espéce généraliste). Nos résultats
confirment ces deux hypothéses et montrent méme le spécialiste parvient encore a remporter la
moitié des combats lorsqu'il a 24h de retard sur son concurrent généraliste. Nous concluons que le
spécialiste I'emporte comme attendu sur le généraliste dans la compétition intrinséque (larvaire).
Ces résultats sont pour leur impact sur la coexistence entre les deux espéces avec des degrés de

spécialisation a I'hote différents.
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Abstract

When specialists and generalists compete for a limited resource, specialists should fight harder
because they cannot default to an alternative resource. In parasitoids with overlapping host ranges, a
competition asymmetry should therefore exist where specialists are more likely to win the host in
case of contest. Competition between parasitoids has been studied mostly in hymenopterans. In
such parasitoid wasps, females always reach the host to lay their eggs and can thus strongly influence
the outcome of competition between future offspring by killing eggs or larvae of competitors. We
instead studied the competition between the free-ranging larvae of two sympatric parasitoid rove
beetles (one specialist, Aleochara bilineata and a generalist, A. bipustulata) with overlapping host
ranges and competing in agricultural fields for pupae of the cabbage root fly. In these species,
females lay their eggs in the soil then first instars find the host where they will develop as solitary
parasitoids and deal with potential competitors. Because adult longevity and fecundity favour the
generalist, we postulated that first instars of the specialist would be superior larval competitors.
Accordingly, we studied the outcome of encounters between first instars of the two species provided
with a single host. Whether released before or simultaneously with its generalist competitor, the
larva of the specialist most often won. Moreover, specialist larvae still won half of the encounters
when generalist larvae were given 24h priority. This might explain the coexistence of the two species
in the field. We also found indirect evidence of aggressive interactions outside the host, which would

be the first example of such interactions between free ranging parasitoid larvae.

Keywords: Interspecific competition, larval competition, species coexistence, niche partitioning,

coleopteran parasitoids.
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Introduction

Interspecific competition is a strong evolutionary force driving the composition of ecological
communities (Schoener 1983). Defined as the exploitation of the same limited resources by different
species, it can lead to the disappearance or displacement of weaker competitors if resources are not
shared or if they are limited in space and/or time (Gause 1934, Sorribas et al. 2010). Nevertheless,
many competing species coexist successfully and previous studies have revealed several mechanisms
allowing them to share limited resources, such as spatio-temporal resource partitioning, ecological
character displacement or change in the resource spectrum (MacArthur 1972, Brown & Wilson 1956,
reviewed in Dayan & Simberloff 2005). When a limited resource cannot be shared between two
individuals, the choice of behavioural responses is to escape or fight (Yamauchi et al. 2005). The
investment of species in competitive abilities is strongly influenced by their capacity i) to find
resources in other environments (i.e. their dispersal ability) and ii) to find alternative resources in the
same environments (i.e. their degree of specialization)(Tillman 2000). Specialist species (exploiting a
narrow range of resources and environments) have less alternative options than generalist species
(which can use a larger range). If dispersion is limited, or if no alternative resources are available,
fighting is the best way to overcome competition. Accordingly, specialists bear a stronger selective
pressure to fight instead of avoiding competition. Theory thus predicts that specialist species will
invest more in competition and produce better competitors than generalist species which, on the
other hand, are expected to be better dispersers than specialists because they are more likely to find
alternative resources elsewhere (MacArthur 1972, Force 1972, 1974, Strickler 1979, Hassell and May
1986).

Parasitoids are insects that complete their larval development to the detriment of a single arthropod
host, which they kill in the process (Eggleton and Gaston 1990). Studies on parasitoid guilds have
shown that many parasitoid species can share the same host species through differences in life
history traits and behaviours that mitigate the competitive exclusion between species (Elzinga et al.
2007, Amarasekare 2000, Pérez-Lachaud et al. 2002, Ives et al. 1988). In agreement with the above
specialist/generalist theory of competition, specialist parasitoids bear a stronger selective pressure
than generalists to become strong competitors because in case of a competition for a limited
resource they have fewer or no alternative hosts. Therefore competition may generate strong
selective pressure on parasitoid populations and shape host exploitation strategies in these
organisms. A competitive asymmetry where host specialists will dominate generalists in case of

direct competition in or on a host could evolve.
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Due to their high species diversity, hymenopteran parasitoids have been the subject of most
parasitoid competition studies (reviewed in Harvey et al. 2013, Hardy et al. 2013); far less
information is available on dipteran or coleopteran parasitoids, which have a different biology
(Reader and Jones, 1990, Schmid-Hempel & Schmid Hempel 1996, lwao et Ohsaki 1996, Brodeur &
Boivin 2004). Especially, these two orders are very different from hymenopterans concerning the
developmental stage contacting the host because in some cases, it is the mobile first instars (and not
the adult females) that ultimately find, evaluate and penetrate the host where they will develop
(Godfray 1994, Feener & Brown 1997). Compared to adults, those larvae have poor dispersion
abilities, meaning that any host found is a very valuable resource unless hosts are found in large
groups (as can happen in necrophagous or coprophagous flies). Accordingly, the selective pressure
due to competition among specialists and generalists should be even stronger in these parasitoid
larvae, making them particularly appropriate models to test the relation between ecological

specialisation and competition asymmetry.

Competition between larvae for the same host will take place during superparasitism when the host
is parasitized by larvae of the same species (van Alphen and Visser 1990) or during multiparasitism
when competitors are of different species (Fisher 1961). The durable coexistence of larvae in a single
host is only found in gregarious parasitoid species, where larvae will remain each confined in a small
part of the host body, without agonistic interactions (Boivin and van Baaren 2000) and few studies
even reported host-sharing by two solitary larvae (Goubault et al. 2003, Harvey et al. 2003).
However, most parasitoid species are strictly solitary, meaning that the host allows the development
of a unique immature parasitoid and most cases of multiple parasitism lead to elimination of
supernumerary larvae through chemical or physical competition within the host (Fisher 1961, Shi et

al. 2004, Tian et al. 2008).

The two rove bettles Aleochara bilineata and Aleochara bipustulata (Gravenhorst) (Coleoptera;
Staphylinidae) are ground-dwelling parasitoids of dipteran pupae. Aleochara bilineata is a specialist
parasitoid of cyclorrhaphous flies of the genus Delia including the cabbage root fly Delia radicum L.
(Diptera: Anthomyiidae) which is a pest of brassicaceous crops (Maus et al. 1998). Even in the roots
of a large cultivated plant, D. radicum pupae are never very abundant, with typically a few pupae per
infested plant and most plants being uninfested, so on a given plant this resource can be considered
as severely limited. The close species A. bipustulata is more generalist as it can parasitize Delia sp. in
cultivated brassica fields but, unlike A. bilineata, it can also use as hosts other phytophagous,
saprophagous, coprophagous or necrophagous flies belonging to various families such as Piophila
casei, Musca domestica, Lucilia sericata and Ravinia pernix (Maus et al. 1998). Among those

alternative hosts, necrophagous and coprophagous hosts typically occur in large groups on
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temporary but rich patches of decaying organic matter. Adults of both parasitoid species are
predators of host eggs and larvae (Fuldner 1960). In Brittany, both Aleochara species are found at the
same time in the same crop fields (where most available hosts will be D. radicum pupae) and
competition between these two species can occur (Josso et al. 2012). In agreement with the
relationship between specialisation and competition asymmetry (Mac Arthur 1972), we postulate
that the specialist A. bilineata is a stronger larval competitor than its generalist competitor. Indeed,
since A. bilineata has a lower fecundity and longevity, does not benefit from alternative hosts and is
often less abundant in the field (Fournet et al. 2000, Maus et al. 1998, Josso 2012); being a superior
larval competitor could compensate its handicaps in adult traits. Such a larval superiority would
explain why despite its abundance A. bipustulata does not exclude A. bilineata from these
agricultural habitats. An argument in favour of our hypothesis is that A. bilineata accepts more often

to penetrate hosts already parasitized by A. bipustulata than the reverse (Fournet et al. 1999).

The aim of the present study is to evaluate the outcome of larval competition between two species
with overlapping ecological niches and different degree of specialization, to test the prediction that
the specialist will be the better competitor. Our results may also help to explain the coexistence
between these two species.To establish which species is the best larval competitor experimentally,
we determined the final outcome of competition between one A. bilineata larva and one A.
bipustulata larva competing for a single healthy host. The two conditions tested were (i)
simultaneous release of both larvae in the setup and (ii) a 24h delay between each release, because
being first to penetrate the host gives an advantage, and the superior competitor might be able to

neutralize such an advantage in the weaker competitor.
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Material and methods

Parasitoid biology

Unlike hymenopteran parasitoids, coleopteran females do not have a piercing ovipositor.
Accordingly, they lay their egg in locations harbouring hosts. The first instars actively search for and
parasitize the host (Fournet et al. 1999). The larva enters the hardened puparium of the fly host by
cutting a hole with its sharp mandibles. Then, it settles in the vicinity of its entrance hole and starts
feeding. Finally, it excretes a viscous substance through the anus and uses it as a plug to seal the hole
(Fuldner 1960, Royer et al. 1998). The plugging process is variable and lasts 18 to 48 hours; it
prevents an easy entry for pathogens and competitors (Colhoun 1953, Fuldner 1960). Larvae of one
species are able to discriminate pupae parasitized by the other from healthy pupae and when given
the choice, time and enough physiological reserves, they will avoid such already parasitized pupae

(Royer et al. 1999).
Insects rearing
Host strain

The D. radicum population was established in 2011 from pupae collected in broccoli fields at Le
Rheu, Brittany, France (48° 07’ 16" N, 1° 47’ 41" Q). It was refreshed yearly with wild individuals from
the same location. The strain was maintained on Swede roots (Brassica napus) following a method

derived from van Keymeulen et al. (1981).
Parasitoid strain

Aleochara bilineata and A. bipustulata strains were established in 2009 from parasitized D. radicum
pupae collected in broccoli fields at Paramé, Brittany, France (48°39'28,12” N, 1°58’55,65” Q). Adults
of each species were kept in separate plastic boxes (16 x 9.5 x 8cm) filled up with moistened
vermiculite containing D. radicum pupae, minced beef ad libitum as food source and covered with a
wet paper towel. Once a week, adults were collected from the rearing box and placed in another one
with fresh pupae. Parasitized pupae were recovered and stored separately until parasitoid

emergence. Emerging adults were either used for maintaining the rearing or for the experiments.
Immature parasitoids production

For each species, ten to twenty females were placed with males in boxes (g: 10cm, h: 9.5 cm) filled
up with moistened vermiculite with wet cotton and minced beef ad libitum as water and food

source. Two to three times a week, vermiculite was sifted (¢: 0.8mm) and the finest fraction
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containing the eggs was examined under the binocular. Eggs were collected with a brush and placed
individually in a Bleem capsule® (Agar Scientific, Essex, England, ¢: 0.7mm, I: 1.4mm). Twenty to
thirty capsules were placed together in a Solo Cup® (Urbana, USA, @: 4.2cm, h: 3.2cm), humidified
with a water spray and stored for ten days in controlled conditions (20+1 °C, 60+ 10 % RH and a 16-L:
8-D photoperiod). The capsules were monitored daily for hatched larvae and the Solo Cup was

humidified.
Preparation and monitoring of experiments

Two larvae aged less than 24h, one of each Aleochara species, were placed with a small moist brush
on the surface of the vermiculite, either simultaneously or with an interval of 24 hours between the
two with 193-256 replicates per treatment. On any given day of the experiment, the same numbers
of replicates with A. bilineata first and A. bipustulata first were carried out. Pupae were observed
under the binocular microscope after five days and the number of larvae visible though the
translucent puparium were counted. Then, pupae were replaced in the Solo Cup and were stored
again in a climatic chamber as above until emergence of parasitoids (30 to 45 days). The variables
measured were (i) percentage of unparasitized hosts, (ii) percentage of hosts parasitized by one larva
(iii) percentage of hosts parasitized by both larvae (iv) intra-host mortality (i.e. percentage of
parasitized host failing to yield a parasitoid) (v) percentage of each species emerging from parasitized

hosts (in case of multiparasitism, only one parasitoid can develop per host).
Statistical analysis

Total percentages of parasitism and proportions of hosts with one or two larvae inside were
compared between treatments using a Wald test in a General Linear Model (GLM) following a
binomial distribution. In the same way, percentage of mortality and percentage of emerging A.
bilineata were compared between hosts with one or two larvae inside and between treatments.
When a significant effect was observed, pairwise comparisons of each pair of treatments were
performed. The proportion of A. bilineata emerging from parasitized hosts were analysed using exact
binomial tests for each treatment and were confronted to our null hypothesis (Hy: P=0.5). Statistical
tests were conducted at a critical level of @=0.05 and performed using R version 3.10 (R core Team

2014).
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Results

Nearly all hosts were parasitized by at least one larva [95%Cl: 94-97 %] (figure 1). In the 5 % of
remaining cases, both larvae must have died of starvation or combat before penetrating the host and
this proportion did not differ significantly between treatments (P=0.79). In half of the parasitized
hosts, two larvae were visible inside the host [Cl: 44-52%] and this proportion was different between
treatments overall (chi2=6.36, P=0.042). In pairwise comparisons, this proportion was close to be
significantly lower when the two larvae were released simultaneously compared to the situation
when A. bilineata larvae were released first (P=0.06) and when A. bipustulata larvae were released

first (P=0.07)(Figure 1).

o N=249 N=193 N=256
I:] Pupaemonoparasitized

© |
e Il Pupae multiparasitized
© D Pupae unparasitized
Q
< |
o
o
o
o |

A. bilineata Simultaneous A. bipustulata

released first release released first

Figure 1. Proportion of pupae parasitized by both larvae (black), one larva (grey) or unparasitized (white). Left panel:
A. bilineata larva released 24h before its A. bipustulata competitor. Middle panel: two larvae released
simultaneously. Right panel: A. bipustulata larva released 24h before its A. bilineata competitor. Bar: 95%Cl.

WhenA bilineata larvae were released 24h before their A. bipustulata competitor, A. bilineata
represented over 80% of adults emerging from parasitized hosts, whether one or two larva were
seen inside the host (respectively : [Cl: 72-89 %] and [Cl: 71-89 %]). When the two competitors were
released simultaneously, most adults recovered were again A. bilineata, representing 74 % [Cl: 64-83

%] of adults emerging from monoparasitized pupae and 66 % [Cl: 51-79 %] of adults emerging from
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multiparasitized pupae (Figure 2). Only when A.bipustulata larvae were given a 24h head start did
the two species emerge in similar proportions, both from hosts with one or two apparent larvae
(Figure 2). The emergence of each species was not different between multiparasitized hosts and

monoparasitized hosts (P=0.42) (Figure 2).

Intra-host mortality (i.e. the failure to produce any adult) was higher in multiparasitized than in
monoparasitized hosts (37% vs 23%, P=5.10"). This rate was also close to be significantly higher when
A. bipustulata larvae were released first compared to when the larvae were released simultaneously

(35% vs 25%, P=0.06).
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Figure 2.Proportion of hosts yielding an A. bilineata adult when an A. bilineata and an A. bipustulata larva compete
for parasitizing a single host. Left panel: pupae parasitized by a single larva. Right panel: pupae parasitized by both
larvae. The larvae were released in the experimental setup either 24h apart or simultaneously. The percentage of
intra-host mortality (parasitized pupae yielding no adult) is indicated between brackets. Bar: 95%Cl. Exact binomial

test of emergent of each species with Hy: P=0.5; *P<0.05; ***P<0.001. Different letters indicate significant differences
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Discussion

Outcome of competition

Aleochara spp provide an example of parasitoids with a particular larval biology that follow the
theory predicting that specialists have higher exploitative (i.e. competitive) abilities than their
generalist competitors that have better colonization abilities (fecundity and host range) allowing the
coexistence of both species (Mac Arthur 1972, Force 1972, 1974, Hassell & May 1986, Carton et al.
1986).

The two parasitoid species with an overlapping host range studied here exploit ephemeral patchily
distributed resources and display very similar development strategies as pupal solitary
ectoparasitoids of Dipteran hosts. However, generalist A. bipustulata females produce more larvae
(due to a longer longevity and fecundity). A higher fecundity might help this generalist to exploit
locally abundant resources such as pupae of flies developing on faeces or carrion. Aleochara
bipustulata females are frequently more abundant in Brassicacaeous crops than specialist A.
bilineata females (Fournet et al. 2000, Josso 2012). It is therefore likely that when D. radicum is the
disputed host, larval abundance in a host patch (an infested plant) would often be biased in favour of
the generalist parasitoid species.This situation has a great potential for strong reciprocal effects and
coevolution (Vasquez et al. 2007) between competitive species. It creates a strong pressure on the
specialist species to either find the hosts or fight for them more efficiently than their abundant
generalist competitor. In cases such as the one studied here, where larval competition plays a central
role in the competition between two species, we found that specialist larvae are indeed stronger

competitors than generalist larvae when the larvae interact directly.

Larval competition between parasitoids has been the subject of many studies and several factors
affecting its outcome have been identified. The feeding strategy adopted by parasitoid larvae
(idiobiont vs koinobiont or endoparasitoids vs ectoparasitoids or solitary vs gregarious) or the stage
they attack have been the focus of several studies (reviewed in Harvey et al. 2013) but few authors
compared a specialist and a generalist species sharing the same feeding strategies (Laing & Corrigan
1987, lwao & Ohsaki 1996, De Moraes et al. 1999, 2005, Stilmant et al. 2008). Hymenopteran
parasitoids provided contrasted results that do not always follow theories on the relation between
fighting abilities and host specialization in larval competition. On the one hand, the specialist Cotesia
rubecula is a stronger larval competitor than its more generalist competitor Cotesia glomerata on
their common host Pieris rapae (Laing & Corrigan 1987) while, on the other hand, the generalist

Aphidius ervi is the strongest larval competitor on Sitobion avenae when competing with the
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specialist Aphidius rhopalosiphi and the generalist Praon volucre (Stilmant et al. 2008). In the same
way, in Dipteran parasitoids, larvae of the highly generalist Compsilura concinnata escape the
competition with those of the specialist Epicampocera succincta leading to the emergence of the
former species in multiparasitized Pieris hosts (lwao & Ohsaki 1996). The global outcome of
competition is often difficult to predict because other life stages can compensate disadvantages in
larval fighting abilities depending of the importance of each life stages on population dynamics. For
example adult females of the specialist hymenopteran Cardiochiles nigriceps find hosts more
efficiently than females of the generalist Microplitis croceipes, thus compensating lower larval

fighting abilities (De Moraes et al. 1999).

A key factor influencing larval competition is the order in which oviposition occurs: being the first
species exploiting the host is usually profitable because larvae can start ingesting resources before
encountering competitors and already installed larvae may prevent other larvae to develop within
the same host by destroying supernumerary eggs or larvae (Chow & Mackauer 1984, Mackauer 1990,
Harvey et al. 2012). Accordingly, the delay between ovipositions increases the probability that the
first larva wins the competition since the larger larva can more easily outperform its competitors
(Mackauer 1990, Tillman and Powell 1992, Goubault et al. 2003). In our study, the important factor is
not oviposition but which larva gets first inside the host. Indeed, not only does the first larva taking
shelter into the host feed first, it also benefits from a much better fighting position because any
would-be intruder will be most vulnerable when squeezing its way into the host though a narrow
hole. One of our key results is therefore that A. bilineata manages to maintain a 50:50 chance to win
the competition even when the A. bipustulata larva has benefited from a 24h head start to parasitize
the host, while in the reverse situation the success rate of A. bipustulata against an already
entrenched A. bilineata larva is low (18%). In multiparasitized hosts, it is when A. bipustulata larvae
were most likely to be the "owners" of the pupa, that intra-host mortality (in case of multiparasitism,
both competitors died) was close to be significantly higher compared to other treatments. This result
fits with A. bilineata being the superior competitor: it is when the weaker competitor benefited from
the best fighting position (i.e. was already installed inside the host) that fights would have been the
most balanced, leading to maximum mutual damage and an increased mortality. This result explains
previous works showing that A. bilineata more often penetrates hosts already parasitized by A.
bipustulata than vice versa and where an equal proportion of both species emerge when A. bilineata
larvae penetrate the host 96 hours after A. bipustulata larvae (Fournet et al., 1999). These previous
results associated with the outcome of competition presented here show that the larvae of both

species adjust their host exploitation decision to the level of competition risk.
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The mechanisms allowing the specialist larva to dominate its generalist competitor have not been
identified here. The key is likely to be in the life history traits of specialist larvae because they bear a
stronger selective pressure to outcompete generalists while the latter can rely on alternative hosts
that specialists cannot use. In larval competition, fast development and a rapid growth are
determinant factors (De Moraes et al. 1999, Goubault et al. 2003, Harvey et al. 2009). Aleochara
bilineata total development time is shorter than that of A. bipustulata but the specific difference
between first and second instars is unknown (Fournet et al. 2000). Aleochara bilineata |larvae are also
slightly larger (Fuldner 1960) which is usually an advantage in physical interactions (Petersen & Hardy
1996), but not necessarily when the fight takes place in a very confined space. Due to the fact that
Aleochara larvae also compete outside the host (which they must search for and evaluate) some
traits usually associated with adult parasitoids might play a key role, such as mobility, host detection
capabilities and aggressive behaviours (De Moraes 1999, Jaloux et al. 2004). Mobility and host
detection capability were probably not relevant in our very small experimental setup, while both
larvae had ample opportunities to meet and fight their competitor. It is unfortunately not possible to
observe directly the possible interaction between competing larvae outside of the host because upon
hatching Aleochara larvae immediately move below ground and will not attack pupae exposed at the

surface, therefore observing the outcome of the competition was the only proxy we could use.
Multiparasitism rate

The fact that larvae could interact and possibly fight outside the host probably explains in part why
not all pupae were penetrated by both larvae despite the absence of an alternative host, whileit
remains possible that both larvae rejected the host during five days and starved to death.
Multiparasitism rate was 50% overall and was coherent with previous studies which showed
multiparasitism rising to 50% in interspecific no-choice experiments (Fournet et al. 1999). Intra-host
mortality was overall significantly higher in multiparasitized hosts. This result is consistent with other
studies: multiparasitism usually decreases parasitism success because fights either kill both
competitors or at least cost energy to the winner (Harvey et al. 1993, Tunca 2009). When larvae were
released 24h before their competitors, we expected that in monoparasitized hosts the first
individuals released, whatever their species, would emerge from a higher proportion of pupae
(because being the first inside the host gives a better fighting position to prevent the other larva to
enter). In contrast, in hosts where both larvae succeeded to penetrate, we expected that the best
competitor species would emerge from a majority of pupae, the order of arrival being less relevant
once both larvae are fighting inside the host. However, our results showed very similar pattern of

emergence for each species both in mono and multiparasitized hosts. These results suggest that the
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outcome of competition may be decided both outside and inside the host and it suggests again that

agonistic interactions could happen outside the host.
Conclusion & perspectives

Our results might explain the coexistence of these two competing species which show a double
competitive asymmetry (adult traits seem to favour the generalist while larval traits show the
reverse). One limit of our work is that we studied the larvae of only two coleopteran parasitoid
species differing by their host range (which is about the best we can do with coleopteran parasitoids)
so we cannot rule out that selective pressures or traits unrelated to the generalist/specialist
continuum might play a role in the superior fighting ability of A. bilineata larvae. To have a better
view of the relationship between these two species, the competition between adult females should
also be studied in terms of interference and exploitation competition. These two particular rove
beetles might represent particularly good models to tease apart the components of competition
between a specialist and a generalist, but parasitoids in general represent a substantial fraction of
biodiversity, and this work shows the value of examining larval behaviours to understand their

competitive interactions.
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Présentation du Manuscrit 3 :

Bacterial community diversity harboured by interacting species

(Soumis aPloS One)

Tous les animaux sont infectés par des partenaires bactériens formant une communauté nommée
microbiome. Depuis une vingtaine d'année, de nombreuses études ont décrit I'effet de certains
membres du microbiome sur les traits d'histoire de vie de leur hote, faisant ressortir les
modifications profondes qu'ils pouvaient induire sur lui et sur les interactions de I'hote avec son
environnement biotique et abiotique. Dans cette étude, nous avons utilisé une méthode de
séquencage haut-débit de type 454 pour décrire les communautés bactériennes associées a la
mouche du chou Delia radicum et trois de ses parasitoides (les deux coléopteres Aleochara. bilineata
et A. bipustulata et I'nyménoptere Trybliographa rapae) dans deux zones de culture situées a l'est et
a l'ouest de la Bretagne. L'objectif de cette étude tel qu'il est présenté dans le manuscrit en
préparation était de décrire la structuration des communautés bactériennes d'un méme réseau
trophique. Nous avons ainsi identifié une centaine de genres bactériens repartis de facon inégale au
sein de nos espéces, T. rapae montrant un microbiome beaucoup plus diversifié que celui des trois
autres espéces. La comparaison de ces communautés bactériennes avec le logiciel UniFrac montre
que les microbiomes des deux staphylins sont proches et qu'ils partagent peu de micro-organismes
avec leur hote. Nous avons mis en évidence d'au moins trois symbiotes a transmission verticale
(genres Wolbachia, Rickettsia et Spiroplasma) présents chacun dans au moins deux especes du
réseau trophique. Nos données sont compatibles avec I'hypothése de transferts horizontaux mais la
résolution insuffisante du géne 16S utilisé ici ne nous permet pas de les confirmer. Ce travail devait
initialement servir de point de départ a I'étude des impacts des communautés bactériennes sur les
composantes de la fitness des deux espéces d'Aleochara, et donc sur le réle qu'elles pouvaient jouer
dans les interactions compétitives. Des problémes logistiques (échec du traitement antibiotique
contre Wolbachia, soucis d'échantillonnage au terrain en 2013 entre autres) n'ont cependant pas
permis de dépasser le stade préliminaire (mais indispensable) de la description des microbiomes eux
mémes. La présence de symbiotes connus pour avoir des impacts majeurs sur les traits d'histoire de

vie de leur hote permet cependant de croire que la poursuite de ce travail serait riche de résultats.

93



Les communautés bactériennes

Bacterial community diversity harboured by interacting species

Bili M."*, Cortesero A. M."*, Mougel C.2, Gauthier J. P.?, Ermel G.?, Simon J. C.2, Outreman

Y.%, Terrat S.%, Poinsot D**.

! Université Rennes 1, UMR1349 IGEPP, F-35000 Rennes, France
2Agrocampus Ouest, UMR1349 IGEPP, F-35000 Rennes, France
3INRA, UMR1349 IGEPP, F-35000 Rennes, France

* Université Européenne de Bretagne, France

>UMR CNRS 6026 Interactions Cellulaires et Moléculaires, Université de Rennes, France

®UMR 1347 Agroécologie, Université de Bourgogne, France
Corresponding author:

MikaélBili

mail: bili.mikl@gmail.com

tel.: (+33)02.23.23.52.25

Soumis aPloS One

94



Les communautés bactériennes

Abstract:

All animals are infected by microbial partners that can be passengers or residents and
influence many biological traits of their hosts. Even if important factors that structure the
composition and abundance of microbial communities within and among host individuals
have been recently described, such as diet, developmental stage or phylogeny, few studies
have conducted cross-taxonomic comparisons, especially on host species related by trophic
relationships. Here, we describe and compare the microbial communities associated with a
major agricultural pest, the cabbage root fly Delia radicum and three of its main parasitoids:
the two staphylinid beetles Aleochara bilineata and A. bipustulata and the hymenopteran
parasitoid Trybliographarapae. For each species, individuals were sampled in two different
agricultural areas in Western France and microbial communities were described through
culture independent methods (454 pyrosequencing). Each sample harbored at least 59 to
261 different bacterial phylotypes but was strongly dominated by one or two. We found
evidence for at least three vertically transmitted symbionts from the genus Wolbachia,
Rickettsia, and Spiroplasma. Microbial communities differed markedly in terms of
composition and abundance, being mainly influenced by phylogenetic proximity but also
geography to a minor extent.Surprisingly, despite their strong trophic interaction,
parasitoids shared a very low proportion of microbial partners with their insect host. Finally,
we highlight the phylogenetic proximity (and possible identity) of some heritable bacteria
borne by the interacting species studied here. We hereby described the structuration and
diversity of microbiomes within a food web and identified the symbiotic partners of a major
pest and its main natural enemies. This study is a first step toward further experimentation

aiming at unravelling the role of some of the identified bacteria on these important insects.
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Introduction:

All animals harbor microorganisms which form an internal community or microbiome(1).If
microbiomes can include bacteria, fungi, virus and protozoa, bacteria are probably the most
prevalent taxa both in terms of frequency and diversity (2). This diversity includes many
commensal species but also mutualists or pathogens, since some bacteria live as parasites
while others improve digestion or host defense against pathogens and other natural
enemies (3, 4, 5, 6). Among animals, insects are the most diversified and ubiquitous group
on Earth (7) and this is reflected by the diversity of their interactions with the bacteria they
harbor. Moreover, insects provide especially good models for studying microbiomes because
their bacterial diversity is often simple, with typically less than 30 taxa per host (8), as
compared to over 1000 taxa per host in mammals (9). Accordingly, the interactions between
insects and their microbiomes have received considerable attention recently (10, 11, 12, 13,

14).

The composition of insect microbiomes differs greatly between host species (15). The most
important ecological factor influencing the composition of insect bacterial communities
seems to be the phylogenetic relationship between host species: closely related species
often share more similar bacterial communities (16). Within an insect species, bacterial
communities can be modified by diet, developmental stage, physiological condition and
geography (17, 18, 19, 20). The varied effects of bacteria on nutrition, immunity (21),
development (22, 23), reproduction (24), protection (25) and speciation (26) indicate that
bacterial symbiosis is a major component of insect fitness and evolution. In addition to the
enrichment of fundamental ecological knowledge, studies of insect—bacteria interactions
have produced advances in applications as diverse as biomedicine and biotechnology (27),
but also aided in the identification of new targets for the control of insect pests or pathogen

vectors (28).

It is estimated that 99% of bacteria cannot yet be cultivated in the laboratory (29), which
represents a serious drawback to studying symbiotic bacteria diversity. However, advances
in molecular biology have considerably improved culture-independent techniques to study
microorganisms, thanks to PCR amplification of bacterial genes directly from raw samples,

followed by direct sequencing of PCR products (30). Where earlier sequencing techniques
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provided libraries containing a few dozens of sequences, it is now possible to obtain
thousands of sequence reads (31). Moreover, these sequences can be obtained using
generalist bacterial 16S rDNA primers (32) amplifying a great diversity of bacterium phyla,
thus allowing a complete assessment of bacterial diversity in insect microbiomes (at the cost

of taxonomic resolution, because 16S rDNA shows little variability within a given species).

Studies of microbial communities have revealed that several bacterial species are obligate
symbionts of insects and strictly transmitted from mother to offspring (either within eggs or
through smearing of the eggs) or via social interactions such as trophallaxis (33, 34). These
obligate symbionts are specifically associated with several insect groups such as aphids (35),
bugs (36) or social insects like termites (37). They are located in specialized host cells called
bacteriocytes, in gut crypts (38) or form large colonies in the lumen of the gut. They often
provide nutrients lacking in the host diet and are essential for its survival and reproduction
(3). Another set of heritable symbiotic bacteria are called facultative symbionts, because
they are not essential for host survival (39). Facultative symbionts are mainly maternally
inherited but sharp inconsistencies between symbiont and host phylogenies betray
occasional horizontal transfers between species (24). Facultative symbionts can induce
various effects on host phenotype that increase their own vertical transmission rate to host
offspring. They can raise the proportion of infected females in host populations by sexual
manipulation (40) or can improve host fitness through behavioural or physiological
modifications (5, 41, 42). The best known and studied secondary symbiont is Wolbachia
pipientis, an Alphaproteobacteria widespread among different classes of arthropods and
filarial nematodes (43). Depending on strains, Wolbachia can benefit some hosts but induce
a range of reproductive manipulations in others, such as feminization of males, male-killing,
thelytokous parthenogenesis or reproductive incompatibility between uninfected females
and infected males, all phenotypes which favour maternal transmission of the infection (24).
In many insects, the majority of bacteria detected are environmentally-inheritedcommensals
or pathogens which colonize the digestive tracts after they are consumed by insects. A
variety of bacterial phyla are commonly present in insect guts, including
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Bacteroidetes,

Firmicutesand others (45).
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Most microbiome studies focus on a single host species (20, 11) or on a few phylogenetically
close species (13, 15, 46, 47, 48). They usually concentrate on host-specific bacteria (49) or
on specific ecological processes (13,14) or review several host species which do not present
any ecological relationship (16).The objective of the present paper is to investigate the
complexity of the microbiota of four species constituting a food web, i.e. a crop pest and its
three main natural enemies. The cabbage root fly, Delia radicum (Diptera: Anthomyiidae), is
an important pest in brassicaceous crops. It is mainly attacked by three solitary parasitoids:
two coleopteran staphylinidsAleochara bilineata and A. bipustulata and one parasitoid wasp,
Trybliographarapae (50). Adults of both Aleochara species are predators of D. radicum eggs
and larvae, but their own larvae develop as parasitoids of D. radicum pupae (51, 52). While
A. bilineata is a specialist restricted to parasitizing Delia sp., A. bipustulataalso develops
using other saprophagous, necrophagous and coprophagous flies (53). The parasitoid
Trybliographarapae is a strict specialist of Delia sp. for its development, while adults feed on

nectar like many hymenopteran parasitoids (54).

As the bacterial communities present in the food and the environment are supposed to
influence insect microbiomes, we expected that the bacterial communities of parasitoids
using the same host species might be especially alike, because they had experienced both
the same food and the same microenvironment during all their development. On the other
hand, dissimilarities in specificity, phylogeny and historical events could be reflected in the
composition of parasitoid bacterial communities. Finally, vertically transmitted facultative
endosymbionts may use trophic interactions between species as an open gate to colonize
more species. For example, laboratory experiments have shown that parasitoids are a
possible transmission route for facultative endosymbionts in aphids (55) and whiteflies
(56).In addition, recent studies showed in terrestrial isopods that Wolbachiacould, at low
densities, cross the intestine wall and colonize a novel host (57). In the gregarious egg
parasitoid of the genus Trichogramma, horizontal transfer of Wolbachia have also been

observed between uninfected and infected individuals sharing the same host egg (58).

We used 454 sequencing technology to describe the whole microbiota associated with each
sample (a pool of 20 individuals from the same population), with a particular interest toward
bacteria known to be vertically transmitted. Wolbachia has been previously detected in our

laboratory populations of D. radicum and of the two Aleochara species (unpublished results).
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The culture independent method should allow to confirm its presence in populations and to
identify other potential facultative endosymbionts present in our species. Second, we
compared bacterial communities between and within species, between each geographical
location. The relative proximity of bacterial communities of the four species sampled was
hard to predict. On the one hand, we assumed that parasitoids might share more bacteria
with their hosts than with other parasitoids because of the intimate trophic interaction
during development. On the other hand, the two Aleochara species are closely related (59)
and share a common host species, so they might have had similar bacterial associates.
Bacterial phylotypes acquired environmentally in locations where populations were initially
sampled could have been conserved during rearing in the laboratory and be shared by the
different species from a given location. Comparing samples could therefore allow
determining whether trophic interaction, diet, geographical location or phylogenetic relation
influences bacterial communities of the four species studied. Finally, 16S rDNA sequences
may also outline putative horizontal transfers of intracellular symbionts such as Wolbachia

between a host and its parasitoids.

99



Les communautés bactériennes

Materials and methods:

Sampling,rearing and DNA extraction of insects:

Delia radicum pupae were sampled in broccoli fields in Brittany (Western France) between April and
June 2009 from three distinct areas that are representative of brassicaceous production: ‘Finistére’,
‘Cotes d’Armor’ and ‘llle et Vilaine’. ‘Cotes d’Armor’ is located roughly 100km east of ‘Finistére’ and
100km west of ‘llle et Vilaine’. Pupae were stored individually in punctured Eppendorf tubes in
controlled conditions (20£1 °C, 60£10 % RH and a 16-L: 8-D photoperiod) until emergence of adults.
Individuals of the four species (D. radicum and its three parasitoids Aleochara bilineata, A.
bipustulata and Trybliographa rapae) emerging from the pupae were then collected and stored in
95% ethanol (A. bilineata) or reared in the laboratory between 6 and 18 months in the same
controlled conditions as above and then stored in 95% ethanol (other species). In order to study the
most extensive microbiota that individuals of each species could harbor, we took individuals directly
at the adult stage in laboratory populations. Sampling site and rearing period for each species are
summarized in table 1. No specific permissions were required for these collection activities and

samplings did not involve endangered or protected species.

Table 1: Details about samples : Species, sites sampled, corresponding area, number of generations reared in the

Species Sampling site (geographical Laboratory generations Nb.

Delia radicum Finistere (one field: 48°40’N, 3°59W) 6 20
Delia radicum Ille et Vilaine (one field: 48°06’N, 18 20
Aleochara bilineata Finistere (several fields, 48°40’N, Wild individuals 20
Aleochara bilineata Cotes d'Armor (several fields, 48°60’N, Wild individuals 20
Aleochara bipustulata Finistere(one field: 48°40’N,3°50°W) 12 20
Aleochara bipustulata llle et Vilaine (one field: 48°06’N, 12 20
Trybliographarapae Finistere (several fields, 48°40°N, 3 24
Trybliographarapae llle et Vilaine (one field: 48°06’N, 9 24

laboratory and number of individuals used in 454 sequencing.

Cabbage root fly strains

D. radicum samples from ‘llle et Vilaine’ and ‘Finistére’ were maintained separately on Swede roots

(Brassica napus) following a method derived from Keymeulen et al. (60).
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Fly parasitoids strains

A. bipustulata from ‘llle et Vilaine’ and ‘Finistere’ were reared in the laboratory for one year. Adults
were kept in plastic boxes (16x9.5x8 cm) filled up with moistened vermiculite containing D. radicum
pupae from ‘llle et Vilaine’ and minced beef ad libitum as a food source. Once a week, parasitized
pupae were collected from the rearing box and stored in another one with moistened vermiculite
until parasitoid emergence. Trybliographa rapae from ‘llle et Vilaine’ and ‘Finistere’ fields were

maintained separately using the rearing conditions described in Neveu et al. (61).

For each population, a total of 20-24 Individuals were directly taken in laboratory populations or
after emergence and isolated in an Eppendorf tube. All individuals for each sample were surface-
sterilized with bleach diluted in ultrapure water at 3% for 1 minute and rinsed 3 times for 1 minute
with ultrapure water. Then, total DNA was extracted from the pooled specimen using the DNeasyTM
Tissue Kit (Qiagen) following the standard protocol provided. DNA extractions for each sample were
qguantified and normalized using a Nanodrop spectrophotometer and DNA extractions of 20 to 24

individuals were combined to create a DNA pool.

Bacterial 16S rDNA PCR amplification

A ~420bp fragment of the v4-v5 region of bacterial 16S rDNA was amplified using the Universal
bacterial primers Fwd: GTGCCAGCMGCCGCGGTAATAC - 3’ and rev: CCGTCAATTCCTTTGAGTTT - 5’
from Yu & Morrisson (62). Primers were modified by the addition of a GS FLX Titanium Key-Primer A
and B (A: CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG and B: CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG) and a
multiplex identifier (MID) sequence specific to each species. The MID sequences were as follow for
each species: D. radicum(GAGTA/TACTG), T. rapae (GACGT/GTCTC), A. bipustulata (TGTAC/TGTAC)
and A. bilineata (TCTCG/TGACT).The PCR reaction mixture consisted of 0.358 uL of DNA polymerase
at 3.5 U/uL, 2 pL of each primer at 10 mM, 2.5 puL dNTPs at 10 uM for each nucleotide, 5 pL of
MgCl2+10x Buffer and 2 ulL of DNA (and 36.144 pl of ultrapure water) for the a final reaction volume
of 50 ulL constituting the DNA template to be amplified. The PCR parameters were 94°C for 2 min; 15
cycles of 94°C for 30 s, 64°C for 30s and 72°C for 1min; 20 cycles of 94°C for 30 s, 58°C for 30 s and
72°C for 1 min; and a final step at 72°C for 6 min and 10°C for 30 min.

454 pyrosequencing
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PCR products were sequenced atthe Environmental genomics platform of Biogenouest of the
University of Rennes, France, using next generation 454 pyrosequencing. The samples included in the
present study were multiplexed with samples not included in this study and were part of each
quarter plates of the 454 run. For each samples, PCR products were used in two independent
emulsions and sequenced in both directions independently in one run using the protocol GS-FLX-
Titanium Amplicon sequencing provided by Roche. Samples from ‘Finistere’ were pooled in quarter
plates 1 & 2 and samples from ‘Coétes d'Armor’ and ‘llle et Vilaine’ were pooled in quarter plates 3 &

4.

Sample assignments and analysis of 454 sequencing data

All 16S rDNA pyrosequencing reads were analyzed using the GnS-PIPE developed by the GenoSol
platform (INRA, Dijon, France) and optimized for amplicons analysis (63,64). First, all the raw reads
were sorted according to the multiplex identifier sequences. The raw reads were then filtered and
deleted if they harbored: (a) a length lower than 400 bp, (b) one or more ambiguities (Ns), (c) an
error in the proximal primer sequence (the distal primer sequence must be perfect too, but can be
potentially incomplete), (d) an average quality score below 20.A PERL program was then applied for
rigorous dereplication (i.e. clustering of strictly identical sequences). The dereplicated reads were
then aligned using Infernal alignment (65), and clustered into Operational Taxonomic Units (OTU) at
97% of similarity using a PERL program that groups rare reads to abundant ones, and does not count
differences in homopolymer lengths. A filtering step was then carried out to check all single-
singletons (reads detected only once and not clustered, which might be artifacts, such as PCR
chimeras) based on the quality of their taxonomic assignments. Finally, in order to compare the
datasets efficiently and avoid biased community comparisons, the reads were homogenized by
random selection of 3,000 reads for each sample. The retained high-quality reads were used for: (i)
taxonomy-independent analyses, determining several diversity and richness indexes (number of
clusters, Chaol estimator, Shannon and Evenness) using the defined OTU composition, and (ii)
taxonomy-based analysis of each OTU using similarity approaches against dedicated reference
databases from SILVA (66).The bacterial communities from all samples were also compared and
clustered by using unweighted UniFrac distances (67), based on the 16S and 18S phylogenetic trees
computed with FastTree (68).More precisely, UniFrac distances are a measure of the phylogenetic
distance between sets of taxa (in a phylogenetic tree) and are useful to compare the similarity of

microbial communities. Specifically, “UniFrac measures the phylogenetic distance between sets of
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taxa in a phylogenetic tree as the fraction of the branch length of the tree that leads to descendants

from either one environment or the other, but not both” (67).

Phylogenetic analyses of vertically transmitted bacteria

Representative sequences of OTU corresponding to bacteria known to be vertically transmitted and
shared by at least two species of our sample were then aligned and their phylogenetic positions
compared with reference GenBank 16S rDNA from other arthropod hosts (Supplementary data, Table
4). A Neighbour Joining tree was generated using Clustal X version 2.0 and visualized using FigTree

v1.40.
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Results:

We were able to successfully amplify bacterial 16S rDNA sequences from all samples collected in the
study. A half-run of the final pooled PCR amplicons on a 454 GS FLX Titanium Sequencer yielded a
total of approximately 250,000 sequences. Post-quality checking (length, chimera, barcode, primer
sequence removal and base-quality checks) resulted in 118,597 sequences of a minimum length
of400bp. Homogenization of the samples sets led to keep 48,000 sequences (3000 for each of

sample).

Bacterial diversity varied between 59 OTU (9 genera) for D. radicum from ‘Finistere’ and 261 OTU (65
genera) for T. rapae also from ‘Finistere’ (Table 2). Chaol estimator values ranged between 182 OTU
for D. radicum and 539 OTU for T. rapae, so that the coverage of the estimated microbial diversity
ranged from 30% for D. radicum (‘Finistére’) to 63% for D. radicum (‘llle et Vilaine’) which is low but
coherent with other studies on insect microbial communities. Shannon indexes highlighted large
differences of bacterial diversity between samples and were comprised between 0.75 for D. radicum
and 3.25 for T. rapae. Evenness was relatively low and varied between 0.18 for D. radicum and 0.58
for T. rapae. Three major phyla represented 98% of analysed sequences: Proteobacteria (61%),
Tenericutes (25%) and Firmicutes (12%). Bacteroidetes (1%), and Actinobacteria (0.3%) were only
represented by a few sequences. Proteobacteria were particularly abundant: Alphaproteobacteria
(49%) were the most prevalent bacteria with sequences in each samples and dominating D. radicum
and T. rapae bacterial communities. Gammaproteobacteria (11%) were mostly represented in A.
bilineata samples from ‘Coétes d’Armor’ while Betaproteobacteria represented only 1% of total
sequences. All Tenericutes sequences belonged to Spiroplasma sp. (25%) while Firmicutes were
represented by several genera: Bacillus sp. (dominating the A. bilineata ‘Finistére’ community),

Solibacillus sp., Lysinibacillus sp., Sporosarcina sp. and Enterococcus sp. (12%).
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Table 2: Bacterial diversity indexes: Richness and diversity indexes associated with each sample and replicate. Coverage =
estimated percentage of (Chao 1) richness identified.

Species, population, replicate Richness (nbOTU) Chaol Coverage (%) Shannon Evenness
A. bilineataCotes d'Armor 1 129 307 42 1.79 0.37
A. bilineataCotes d'Armor 2 119 263 45 1.76 0.37
A. bilineata Finistere 1 83 248 33 1.58 0.36
A. bilineataFinistére 2 90 282 32 1.59 0.35
A. bipustulata Finistere 1 102 309 33 1.11 0.24
A. bipustulata Finistére 2 96 218 44 1.11 0.24
A. bipustulata llle et Vilaine 1 109 239 46 1.22 0.26
A. bipustulatallle et Vilaine 2 110 216 51 1.20 0.26
D. radicum llle et Vilaine 1 95 151 63 1.74 0.38
D. radicum llle et Vilaine 2 101 198 51 1.76 0.38
D. radicum Finistere 1 68 229 30 0.76 0.18
D. radicumFinistére 2 59 182 32 0.75 0.18
T. rapaeFinistére 1 261 539 48 3.25 0.58
T. rapaeFinistéere 2 258 493 52 3.15 0.57
T. rapae llle et Vilaine 1 155 303 51 2.04 0.40
T. rapaellle et Vilaine 2 161 324 50 2.14 0.42

Globally, 108 different bacterial genera were identified in our study. For every sample, one or two
genera were strongly represented while many were represented by less than 10 sequences (Table 3).
The less diversified bacterial community was found in D. radicum samples: Wolbachia sp., a vertically
transmitted symbiont, represented 97% of the sequences retrieved in the ‘Finistere’ population and
80% in the ‘llle et Vilaine’ population, where Gluconobacter sp. represented 18%. Of the 20 genera
identified in D. radicum samples (9 in the population from ‘Finistére’ and 16 in ‘llle et Vilaine’
samples) only 5 were shared between the two populations. In the two A. bipustulata populations,
the vertically transmitted symbiont Spiroplasma sp. represented 90% of sequences and Wolbachia
sp. was also detected (5% and 10% of sequences in ‘llle et Vilaine’ and ‘Finistére’ respectively).
Globally, 33 genera were identified and 11 were shared between the two populations. Aleochara
bilineata populations were quite different. In the ‘Finistére’, Bacillus sp. corresponded to 75% of the

reads and dominated the bacterial community while in ‘Cétes d'Armor’ it was Stenotrophomonas sp.
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(70% of the reads). Again, a few sequences corresponding to Wolbachia sp. were retrieved and
Rickettsia sp. was also identified in the two populations. A total of 37 genera were identified and only
8 were shared between the two populations. Although T. rapae exhibited the most remarkably
diversified bacterial community in our study (261 OTU) over 90% of sequences from the ‘llle et
Vilaine’ population belonged to Asaia sp., (with Azospirillum sp. at 5%), while in ‘Finistere’, the
hymenopteran harboured the vertically transmitted symbionts Rickettsia sp. (40%) and Asaia sp.
represented 30% of the reads, while Stenotrophomonas sp. represented 20% of the reads. Globally
76 genera were identified in the two populations of T. rapae and 29 were retrieved in the two
populations.

Table 3: Abundance of bacterial species from each samples: Abundance of dominant species in our dataset based on 97%
similarity OTU assighments. Numbers indicate the number of reads associated to each genus. Known heritable bacteria are

outlined by a red frame.

A. bilineata A. bilineata | A. bipustulata | A. bipustulata | D. radicum D. radicum | T. rapae T. rapae
Cotes d'Armor | Finistére llle et Vilaine Finistére llle et Vilaine | Finistére llle et Vilaine | Finistére
Bacteroidetes
2 1 32 223 Flavobacterium
11 2 55 Myroides
12 19 105 Sphingobacterium
Firmicutes
219 4474 2 5 4 Bacillus
1 21 74 3 Enterococcus
530 Lysinibacillus
210 Solibacillus
3 175 Sporosarcina
Alphaproteobacteria
1 9 5470 1754 Asaia
151 31 Azospirillum
1097 9 Gluconacetobacter
1 1 8 2 4 21 Ochrobactrum
80 1 2 16 Pseudochrobactrum
117 8 1471 Rickettsia
109 218 260 577 4791 5984 3 Wolbachia
Betaproteobacteria
5 1 3 88 Achromobacter
3 4 2 1 2 43 Deftia
2 35 2 2 2 9 47 Ralstonia
Gammaproteobacteria
4 51 Legionella
108 7 Pseudomonas
4210 1 24 32 593 Stenotrophomonas
Tenericutes
939 138 5516 5313 4 1 3 Spiroplasma

To determine if the variation in OTU diversity was significantly different between bacterial
communities associated to our samples, we compared the microbial diversity using UniFrac. UniFrac
significance with all environments together showed that our samples harbored significantly different
microbiota (p = 0.02). Unweighted clustering with UniFrac showed the tight proximity between the

two replicates of each samples. Secondary, samples of each species clustered together. The two
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samples of A. bipustulata formed the first group, A. bilineata samples formed a sister group that
clustered with it. Then, the group formed by D. radicum samples clustered with the group formed by
Aleochara samples. And finally, the group formed by T. rapae samples was basal and clustered to all

other samples (Figure 1).

A bipustulata Fnistére 02

A bipustulata Fristére 01

Abipustulata llle et Vilaine 02

A bipustulata lle et Vilaine_01

A bilineata Fnistere 01

Abilineata Fnistére 02

A bilineata Cotes d'Armor 01

A bilineata Cotes d'Armor 02

0. radicum llle et Vilaine 01

0. radicum llle et Vilaine 02

E [ radicum Fnistére 01

[ radicum Finistére 02

Trapae finistére 02

T.rapae fnistére 01

Trapae lle et Vilsine 01

T.rapae lle et Vilaine 02

0.05

Figure 1: Hierarchical clustering of bacterial communities associated to each samples.Hierarchical clustering of
unweighted pairwise UniFrac distances between microbial communities of the different samples based on their distribution

of bacterial 16S rDNA sequences.
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A phylogenetic analysis of the 454 sequences was performed for the three prevalent heritable
bacteria shared by two or more species: Wolbachia was detected in the two Aleochara species and D.
radicum, Rickettsia was detected in T. rapae and A. bilineata, Spiroplasma was detected in the two
Aleochara species. For Wolbachia, we compared 15 OTU on a sequence length of 370 bp
corresponding to Wolbachia sequences from clades A-F found in various hosts (Supplementary data,
Table 4). It showed two groups of Wolbachia in our study. Thirteen OTU that were retrieved in A.
bilineata and D. radicum samples (and retrieved with few sequences in A. bipustulata samples and T.
rapae samples) belonged to clade A and are related to the Wolbachia strain found in Drosophila sp.
Two OTU retrieved in A. bipustulata from each population belonged to clade B and form a well-
supported group with the strain identified in the flour beetle Tribolium confusum (Figure 2). Five OTU
identified as Rickettsia, respectively one in A. bilineata samples (‘Cotes d'Armor’) and four in T. rapae
(‘Finistere’), were compared to Rickettsia sequences found in GenBank, the comparison being based
on 375 bp. (Supplementary data, Table 4). The different groups of Rickettsia are not well supported
by bootstrap values but strains infecting each host seem to be different: A.bilineata is infected by a
Rickettsia strain close to Acyrthosiphon pisum endosymbionts in the Bellii group while T. rapae
sequences are more closely related to Rickettsia limonae and to endosymbionts of the parasitoid
wasp Asobara tabida. (Figure 2). Eleven OTU retrieved in the two Aleochara samples (and a few
sequences retrieved in T. rapae and D. radicum samples) belonging to Spiroplasma were compared
to several sequences found on GenBank using a 365 bp length (Supplementary data, Table 4). Ten
OTU retrieved in the four species are closely related to Spiroplasma of the weevil Curculio elephas
while one OTU found in A. bilineata from ‘Cétes d'Armor’ was more closely related to the
Spiroplasma strain infecting Aedes sp. mosquitoes. As for Wolbachia OTU, the partial sequences are
too short to differentiate strains infecting each species or assess the possibility of horizontal transfers

(Figure 2).
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Figure 2: Phylogenetic tree of Wolbachia, Rickettsia and Spiroplasma from our samples and reference insects based
on sequence similarity.Unrooted Neighbour-Joining phylogenetic tree of three maternally transmitted endosymbionts
16S rDNA 454 amplicons from our study: Wolbachia sp., Rickettsia sp., Spiroplasma sp. and related references selected
in GenBank (starting by bacterial genus and host is indicated when available).Numbers on each node are bootstrap
values. Numbers at the end of each OTU indicate the number of reads in each species.
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Discussion:

In the present study, we describe as exhaustively as possible the bacterial communities associated
with four interacting insect species, providing to our knowledge the first description of coleopteran
parasitoids bacterial communities (Aleochara sp.), and bring culture-independent data about the
microbiome of an important crop pest (D. radicum). A key aspect of our study is that we compare the
bacterial communities of species related by prey/predator or host/parasitoid relationships and find
that several OTU (including four different vertically transmitted symbiont species) are shared
between at least two insect hosts, suggesting the possibility of horizontal transfers through trophic
relationships. The occurrence of such horizontal transfers would however require confirmation
because 16S sequence data do not provide a good enough taxonomic resolution to finely
characterize bacterial strains. Although our phylogenetic analysis cannot yet validate horizontal
transfers between species in cases where they can be suspected, the many bacterial genera that are
not shared between trophic partners show on the other hand that the bacteriome of the host (D.

radicum) is clearly not the main source shaping the bacterial communities of its parasitoids.

Bacterial diversity

Bacterial phyla identified in our study were the same as those identified in other animal models such
as mammals (69, 70), reptiles (71), bird (72) or insects (13, 16, 73, 74) but because microbial DNA
was isolated from whole bodies of insects, we cannot draw conclusions about the tissue specificity of
the microbes observed in our species.Using a 97% homology criterion, we identified 1506 putative
bacterial species from five phylum giving 108 different genera, which is comparable to bacterial
biodiversity values reported in other insect models (13, 15, 48,75). Trybliographa rapae shows a
highly diversified community compared to other parasitoid wasps (12). This diversity is probably due
in part to our large sampling with 20 individuals or more pooled in each sample. It must be noted
that T. rapae adults were fed with honey in our laboratory population, a food known to have
antibiotic properties (76). In spite of this, T. rapae harboured highly diversified bacterial
communities, although it remains moderate when compared to that of termites (37). On the other
hand, the Chaol estimator shows that despite our deep sampling (3000 sequences per sample) and
the large number of identified OTU, we probably covered less than half of our insect bacterial
communities for every sample except for D. radicum from ‘llle et Vilaine’ which has a normal
diversity compared to other studies on insects, with around 16 identified genera (12). Some rare
bacteria present at low density in our samples must have been missed due to the high density of

bacteria dominating each sample, which explains also that equitability is relatively low. Another
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explanation for the low equitability in our samples could be that pyrosequencing is not precisely a
guantitative method and the correlation between the number of reads and the natural abundance of
bacteria is variable (77). The number of reads can be biased if primers show significantly more
affinity to some bacterial phylotypes (78). Contaminations could also influence the comparison of our
species. Such contaminations are commonly observed in microbiome studies of phytophagous
insects, where some reads correspond to chloroplastic DNA from plants (74). In this study, however,
no OTU was common to all samples and only a few were shared between the four species at least in
one population. In addition, bacterial communities are much more similar within species than among
species and the microbiomes from laboratory-reared parasitoids are not closer to D. radicum from
‘Ille et Vilaine” (their common host) than to D. radicum from ‘Finistere’ (which was not used in
laboratory rearing). Accordingly, we think that trophic contaminations were limited in our samples.
The normalization of results led to remove about a half of the sequence reads obtained during
sequencing, but such homogenization of library sizes has been shown to be important to compare

bacterial communities of different environments (79).

Three bacterial genera are widespread among our samples and are also known to be maternally
transmitted bacteria. Wolbachia sp. dominated D. radicum bacterial communities and was also
detected in all but one sample in other species (T. rapae ‘llle et Vilaine’). This Alphaproteobacteria is
the most frequent symbiont in insects and it also infects a large number of arthropod species, often
manipulating the reproduction of its host (44). The detection of this genus was expected for D.
radicum and Aleochara samples because of its previous detection in our laboratory. Low detection in
T. rapae (only 3 sequences) cannot be due to D. radicum contaminations that remained in the
digestive tracts of emerging T. rapae adults because laboratory populations were both reared on D.
radicum from ‘llle et Vilaine” while this OTU was the same than those found in D. radicum from
‘Finistére’. Rickettsia sp. dominated the T. rapae sample from ‘Finistere’ and was detected at low
frequencies in the two wild A. bilineata populations sampled. Rickettsia sp is a frequent insect
endosymbiont. First known as pathogens of mammals vectored by insects, these bacteria are today
recognized to induce (like Wolbachia) phenotypic manipulation and fitness effects in their hosts (80,
81, 82). The TenericutesSpiroplasma sp. is also known as a facultative endosymbiont in insects; these
bacteria are detected in every Aleochara sample and seem to particularly dominate A. bipustulata
communities but are also detected in D. radicum samples (4 sequences) and in the T. rapae sample
from ‘Finistére’ (3 sequences). Spiroplasma sp. are associated both endocellularly and extracellularly
with a variety of plants and arthropods. They mostly induce phenotypic manipulation of their hosts

such as male-killing (83) but positive fitness effects (protection against parasitic wasps and fungal
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diseases) have also been described (84, 85). The Gammaproteobacteria of the genus
Stenotrophomonas sp. and the Firmicutes of the genus Bacillus sp. are also strongly represented,
mostly in the two wild A. bilineata samples but also in T. rapae and A. bipustulata laboratory
samples. A bacteria of the genus Stenotrophomonas has been recently described to protect its host,
the fly Stomoxys calcitrans, against Beauveria bassiana an entomopathogenic fungus (86). These
bacteria are described as environmental bacteria present in water and soils but they are also
described as opportunistic gut bacteria that can invade insect guts and prevent the invasion by other
pathogenic bacteria (8). Other genera are less represented in terms of number of sequences but are
shared by at least two species in our study. Vagococcus sp., Staphylococcus sp., Sporosarcina sp.,
Ochrobactrum sp., Carnobacterium sp., Burkholderia sp., Ralstonia sp., Delftia sp., Achromobacter sp.
are all commonly present environmentally and in insect guts (45). Another Alphaproteobacteria,
Asaia sp. is strongly represented in T. rapae samples, dominating the population from ‘llle et Vilaine’.
Asaia sp. is an acetic acid bacterium which has been described to invade digestive tracts of
mosquitoes (where they also invade reproductive tracts; 87), plant hoppers (88) and ants (89). The
roles and the fitness effects of Asaia sp. on its hosts remain uncertain; other acetic acid bacteria such
as Gluconacetobacter sp. (detected in D. radicum from ‘Ille et Vilaine’) could also be potential
endosymbionts (90). These bacteria were mainly recovered from the gut of insect hosts giving them
an extracellular location (90). It do not suggest maternal transmission in our species and it is why
these bacteria were not included in the phylogenetic analysis of heritable endosymbionts despite the

fact they were shared between D. radicum and T. rapae samples.

Comparison of bacterial communities

Although samples harboured very different microbial communities in terms of composition,
respectively 21% of bacterial genera identified in A. bilineata (8/37), 25% for D. radicum (5/20), 33%
for A. bipustulata (11/33) and 38% for T. rapae (29/76) were shared by the two populations sampled,
giving an idea of the core microbiome of each species. In the same way, only a few OTU were shared
between at least two species and the comparison of bacterial communities based on their UniFrac
distance clustered as follows: (i) the two replicates of each sample, demonstrating the reproducibility
of the sequencing method used, then (ii) samples from the same species and finally, (iii) Aleochara
sp. samples, showing that the main environmental filter influencing the microbial communities in our
samples is probably phylogenetic proximity. Phylogenetic proximity of hosts has already been shown
to explain a lot of the variation found in insect bacterial communities (16). Another important factor

driving the bacterial community of many insects is diet (15, 91), but it was apparently not the case in
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our study since Aleochara sp. bacterial communities were closer from that of D. radicum than that of
T. rapae bacterial communities despite the fact that at the larval stage, Aleochara sp. and T. rapae
shared the same diet. Trybliographa rapae and Aleochara sp. adults have very different diets (the
formers are predators, the latter feed on flowers) and bacterial communities can change markedly
during larval development (12). It could explain the differences observed here between coleopteran
and hymenopteran parasitoids. Finally, even if geographical location seems to induce some variation
in the microbial communities of each species, it was not a major driver of the bacterial community

composition in our study.

The proximity between communities found in the two Aleochara species is interesting because A.
bilineata samples were directly sampled in fields and were killed as soon as they emerged from their
host while A. bipustulata individuals were adults sampled from a rearing cage and came from a stock
kept in the laboratory for more than ten generations (on D. radicum of the ‘llle et Vilaine’
population). Two opposite hypotheses could explain these results: (i) the two Aleochara species
share a similar core microbiome in the wild and rearing them in the laboratory does not modify it
significantly, or (ii) the generalist A. bipustulata has a microbiome markedly different from that of the
specialist A. bilineata in the wild, but this community was modified by rearing it on D. radicum pupae
only, leading to a "specialist diet". The lack of freshly wild-captured A. bipustulata samples in our
study does not allow us to settle this case, but the potential of laboratory rearing to modify
microbiomes is known. For example Lehman et al. (10) found that laboratory rearing reduced the
bacterial diversity in the beetle Poecillus chalcites. Temperatures in the laboratory are also more
regular and most of the year higher than those experienced in the fields sampled, which can raise the
densities of several facultative or obligate endosymbionts like Wolbachia (92) or Buchnera (93).
Accordingly, the favourable rearing conditions might explain at least in part the dominance of

sequences corresponding to endosymbionts in our laboratory samples.

16s rDNA Phylogenetic analysis of heritable endosymbionts

Three known facultative and maternally transmitted endosymbionts are shared by at least two
species in our study and they show very different patterns of phylogenetic proximity. All least two
different groups of Wolbachia have been detected. One is strictly restricted to A. bipustulata samples
from both populations while the other is retrieved in all samples except T. rapae from ‘llle et Vilaine'.
For Rickettsia, two groups of sequences have also been identified, one in A. bilineata samples and
one in T. rapae samples. Finally, for two groups of Spiroplasma sp. sequences have also been

identified, one exclusive to A. bilineata samples from llle et Vilaine and the second shared between
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all samples except T. rapae from ‘llle et Vilaine’. Each shared OTU could result from past horizontal
transfers. Although horizontal transfers remain possible between the host D. radicum and its three
parasitoids for Wolbachia and Spiroplasma, it is still possible that the bacterial strains do in fact
differ, because the 16S gene shows a limited variability and infection by several strains of Wolbachia

or Spiroplasma has been described in several insect models (94, 95).

Conclusions and perspectives

The description of the rich bacterial communities linked to the host/parasitoid associations we found
here is the first step toward further experimentation. Some bacterial genera known to impact fitness
of insects have been identified. Especially, the presence of three distinct vertically transmitted
endosymbionts in such a small trophic network was unexpected and further studies are needed to
assess the possibility of horizontal transfers through trophic interactions. The impact of these
endosymbionts on the fitness of their hosts should also be investigated, especially considering that D.
radicum is a major agricultural pest and that Aleochara sp. and T. rapae have long been considered as
good candidates in conservation or introduction biological control programs (96, 97), A. bilineata
being moreover a model organism used in ecotoxicology. The use of Wolbachia to control the
population of crop pests or pathogen vectors has been the subject of intense investigation lately (98)

and could also be useful to control populations of the cabbage root fly.
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Supplementary data

Table 4:Reference sequences of 16S rDNA gene corresponding to Wolbachia, Spiroplasma,
Rickettsia, Ehrlichia and Mycoplasma with indicated accession number on GenBank, the bacteria

studied, host species and host class.

Accession number Bacteria Host species Host class
ref|[NR 074500.1 | Ehrlichiachaffeensis Amblyommaamericanum Arachnids
gi| 110815963 |gb|AF443616.3| | Mycoplasmahominis Homo sapiens Mammals
gi| 1147763 |gb|U42084.1| Rickettsiasp. Acyrtosiphon pisum Insects
gi|450812|gb|U04163.1| Rickettsiasp. Adaliabipunctata Insects
gi|224495120|gb|FJ603467.1| | Rickettsiasp. Asobaratabida Insects

gi| 71082704 |gb|DQ077707.1| | Rickettsiasp. Bemisiatabaci Insects
gi|33340523|gb|AF322443.1| Rickettsiasp. Limoniachorea Insects
gi|535750|gb|L36103.1] Rickettsia bellii Amblyomma sp. Arachnids
gi|506787|gb|U11021.1| Rickettsia rickettsii Dermacentorandersoni Arachnids
gi|538440|gb|L36221.1]| Rickettsia typhi Xenopsylla cheopis Insects
gi|410992257|gb|JX943566.1| | Spiroplasma sp. Acyrthosiphon pisum Insects
gi|37782186|gb|AY189129.1| Spiroplasma sp. Aedes sp. Insects

gi| 112785087 |gb|DQ861914.1| | Spiroplasma cantharicola Cantharidbeetle Insects
gi|37782184|gb|AY189127.1| Spiroplasma chrysopicola Chrysopssp. Insects
gi|37782192|gb|AY189305.1| Spiroplasma leptinotarsae Colorado beetle Insects
gi|37782187|gb|AY189130.1| Spiroplasma sp. Culex sp. Insects

gi| 387865304 |gb|JN100091.1| | Spiroplasma sp. Curculio elephas Insects
gi|4582256|emb|AJ132412.1| | Spiroplasma sp. Harmonia axyridis Insects
gi|296005972|gb|HMO015669.1| | Spiroplasma citri Citrus sp. Plants
gi|666437130|gb|KJ814199.1| | Wolbachiasp. Armadillidiumvulgare Crustacans
gi|2952471|gb|AF051145.1| Wolbachiasp. Brugiamalayi Nematodes
gi|48500|emb|X61768.1| Wolbachiasp. Culex pipiens Insects
gi|9857236|emb|AJ276500.1| Wolbachiasp. Dirofilaria repens Nematodes
gi|435171|emb|Z28983.1| Wolbachiasp. Drosophila melanogaster Insects
gi|29469648 |gb|AY227742.1| Wolbachiasp. Drosophila simulans Insects

gi| 18076426 |emb|AJ292347.1| | Wolbachiasp. Mesaphoruramacrochaeta Insects
gi|21322700|emb|AJ422184.1| | Wolbachiasp. Microcerotermessp Nematodes
gi| 149138 |gh|M84689.1| Wolbachiasp. Nasoniagiraulti Insects
gi|149136|gb|M84687.1| Wolbachiasp. Nasoniavitripennis Insects
gi|9857235|emb|AJ276499.1| Wolbachiasp. Onchocercagibsoni Nematodes
gi|175827|gb|M85267.1| X Wolbachiasp. Rhinocyllusconicus Insects

gi| 510558 |emb|X65674.1| Wolbachiasp. Triboliumconfusum Insects
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1. Synthése des travaux

A ce jour il existe relativement peu d'études concernant les coléoptéres parasitoides, malgré le fait
gue cet ordre comporte quelques 5000 especes ayant ce mode de développement mais une biologie
tres différente de la majorité des parasitoides (qui sont des hyménopteres). En particulier, les
coléopteres parasitoides adultes sont a la fois parasitoides et prédateurs des stades immatures des
hotes. De plus, leurs femelles pondent dans le milieu a proximité des hotes, ce qui transfere a leurs
larves de premier stade le réle de recherche et de sélection de I'h6te dans lequel elles effectueront
leur développement. Les travaux précédemment réalisés sur nos deux especes d'étude avaient
permis de mettre en évidence chez les adultes et les larves des choix comportementaux proches de
ceux des hyménoptéres parasitoides, et en particulier que les femelles et les larves étaient capables

de faire des choix permettant d'optimiser leur valeur adaptative (Fournet 2000, Lizé 2007).

Dans ce travail de thése, nous avons voulu mettre en évidence des mécanismes comportementaux
qui pourraient permettre a deux especes de parasitoides présentant des degrés de spécialisation a
I'note différents, de partager les ressources communes a chaque stade de développement et de
coexister dans le milieu naturel. Plus particulierement nous avons voulu étudier I'impact de la
compétition directe entre larves et entre adultes sur le comportement des deux espéces aux
différents niveaux de compétition. Nous avons également décrit les communautés de partenaires

bactériens des deux compétiteurs, comme un préalable a I'étude de l'impact potentiel du

microbiome dans la compétition.
Les hypotheéses proposées au début de ce travail étaient que :

- Les deux espéces coexistent de maniere stable dans le milieu naturel en dépit de traits d'histoire de
vie supérieurs du généraliste (ici longévité et fécondité supérieures) car le spécialiste compense ce
handicap par des capacités compétitrices supérieures et une meilleure adaptation comportementale

a la présence du compétiteur lors de la compétition directe aux stades adulte et/ou larvaire.

- Les deux especes possedent des communautés bactériennes différentes, dont les membres
pourraient participer a la coexistence entre les deux espécesvia des impacts sur la fitness des

individus ou sur la relation hote/parasitoide.

Le premier manuscrit décrit les modifications du comportement des femelles adultes de I'espéce
spécialiste A. bilineata lorsqu'elles se trouvent en présence de femelles conspécifiques ou du
généraliste A. bipustulata (voire d'une espéece non compétitrice). Les expériences réalisées ont plus

spécifiguement permis de mettre en évidence les modifications comportementales induites par la
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présence de compétiteurs au sein des patchs d'hotes. Elles montrent que (i) les femelles sont
capables d'adapter leur comportement a la présence de compétiteurs au sein des patchs d'hotes et
préferent pondre dans des sites sans compétiteurs lorsqu'elles ont le choix, mais que (ii) cette
présence n'a pas d'impact décelable dans notre dispositif sur la prédation des femelles. De plus, les
femelles semblent préférer la compétition interspécifique a la compétition intraspécifique
puisqu'elles pondent davantage et exercent un plus haut niveau de prédation dans les sites qui
présentent une compétition interspécifique lorsqu'elles ont le choix avec des sites ou des femelles
conspécifiques sont présentes. Cette expérience a été complétée par des observations
comportementales qui ont mis en évidence l'agressivité des femelles spécialistes lorsqu'elles
rencontrent un compétiteur dans un patch d'hétes qu'elles ont pu examiner et exploiter pendant
24h. Si les facteurs influencant I'émission des comportements agressifs n'ont pas été clairement
identifiés, il semblerait qu'ils puissent étre émis pour défendre les ceufs pondus et éviter la prédation
intraguilde. Par ailleurs, les interactions agressives pourraient jouer un réle dans le partage des
patchs d'hotes entre les femelles spécialistes ce qui, en limitant la compétition intraspécifique pour
I'exploitation des patchs d'hotes par rapport a la compétition interspécifique, pourrait faciliter la
coexistence avec le compétiteur généraliste et compenser les populations souvent plus importantes
de ce dernier dans le milieu naturel. La présence directe ou la rencontre préalable de compétiteurs
ont déja été décrites comme pouvant modifier le nombre d'ceufs pondus chez des femelles de
différents insectes prédateurs ou parasitoides. Chez les prédateurs de patch d'insectes (par exemple
les coccinelles et les chrysopes qui s'attaquent aux colonies de pucerons) et les parasitoides
grégaires, les femelles ont tendance a réduire la taille de leur ponte aprés la rencontre avec un
compétiteur, ce qui diminue l'impact de la compétition sur leur progéniture. Au contraire, chez les
parasitoides solitaires, la rencontre avec des compétiteurs a tendance a pousser les femelles a
exploiter plusieurs fois le méme hoéte, ce qui a la fois diminue son attractivité pour d'autres
compétiteurs et augmente la probabilité de remporter le combat larvaire en cas de multiparasitisme
(Visser 1996, Agarwala et al. 2003). L'originalité de la biologie des A. bilineata fait que bien qu'ils
utilisent une stratégie de parasitoide solitaire pour I'exploitation de I'hGte, leurs femelles semblent
adopter un comportement de parasitoide grégaire ou de prédateur de patch d'insectes puisqu'elles
réduisent la taille de leur ponte (au lieu de I'augmenter) dans les sites présentant la plus forte
pression de compétition potentielle pour leurs descendants. Outre que ce choix montre encore une
fois I'implication des femelles adultes A. bilineata dans le succés parasitaire de leurs larves, il montre
également que les femelles de l'espece spécialiste sont capables de discriminer les femelles
conspécifiques des femelles appartenant a l'espéce généraliste et adaptent leur choix de site de
ponte, leur niveau de prédation ainsi que leur agressivité en fonction du compétiteur. L'autre

originalité dans notre modeéle d'insectes en compétition en comparaison des autres études sur les

128



Conclusions et Perspectives

parasitoides, est que I'espece qui semble dominer la compétition intrinséque au stade larvaire et
potentiellement au stade adulte est capable de discriminer les compétiteurs de I'autre espece. Or,
chez les hyménoptéres parasitoides, les cas de discrimination interspécifique sont relativement rares
et ce sont en général les compétiteurs les plus faibles qui en sont capables, ce qui leur évite
d'exploiter un hote dans lequel leur progéniture n'aurait aucune chance (van Lenteren 1981, Vet et
al. 1984, Turlings et al. 1985, Bakker et al. 1985, van Baaren et al. 1994, Royer et al. 1999, Agboka et
al. 2002, Ardeh et al. 2005, van Alphen et Visser 1990). Cependant, la discrimination interspécifique
peut aussi étre adaptative pour l'espece qui domine, a condition que le multiparasitisme réduise
fortement la fitness (McBrien et Mackauer 1990). Ceci accrédite notre théorie selon laquelle la
pression évolutive exercée par le généraliste sur le spécialiste serait a |'origine des adaptations

comportementales que nous avons pu observer chez A. bilineata.

Les expériences décrites dans le deuxieme manuscrit nous ont permis de montrer que l'espéece
spécialiste A. bilineata domine son compétiteur généraliste lorsque les larves prospectent
simultanément a proximité de I'hdte. Nous avons également observé que, comme chez d'autres
parasitoides, un délai entre l'arrivée des deux larves a proximité de I'hote modifie l'issue de la
compétition larvaire en favorisant la premiere larve installée. Toutefois, dans le cas de nos deux
especes, méme quand des larves de |'espéce spécialiste A. bilineata arrivent 24 heures apres les
larves A. bipustulata, elles émergent encore d'environ 50% des hotes. Ces résultats et ceux obtenus
par Fournet et al. (1999) pour un intervalle de 96 heures (qui ne correspondait pas forcement a un
combat entre deux larves de premier stade) illustrent I'importance de la compétition larvaire dans le
processus de coexistence entre deux espéces chez qui, comme prédit par la théorie, les capacités
compétitives supérieures de I'espéce spécialiste s'opposent a la plus grande abondance de I'espece
généraliste dans le milieu naturel. La majorité des études sur la compétition entre espéces
parasitoides ayant des spectres d'hotes différents ont pris comme modeéles des espéces dont les
stratégies d'exploitation des hétes étaient différentes (koinobionte vs idiobionte ; endoparasitoide vs
ectoparasitoide ; solitaire vs grégaire) et, dans les quelques cas ou les stratégies étaient identiques,
ont montré des résultats contrastés (Laing et Corrigan 1987, lwao et Ohsaki 1996, De Moraes et al.
1999, Stilmant 2008). Le fait que nos deux coléoptéres parasitoides utilisent la méme stratégie
d'exploitation des hotes (ectoparasitoide idiobionte) et qu'ils attaquent le méme stade larvaire de
leur héte (la nymphe) supprime I'impact de ces facteurs dans la compétition larvaire et nous a donc
permis d'étudier I'issue de la compétition sans biais. Nos résultats se montrent cohérents avec la
théorie selon laquelle une espéce spécialisée doit étre plus performante sur une ressource commune
gu'une espece plus généraliste pour que ces espéces puissent coexister de maniere stable (Mac

Arthur 1962, Force 1974, Tilman 2004). Par ailleurs, comme dans de nombreuses études sur l'issue
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du multiparasitisme chez les parasitoides, un délai entre I'attaque des deux larves sur I'n6te modifie

I'issue de la compétition.

Enfin, dans le troisieme manuscrit, nous avons décrit pour la premiére fois les microbiomes de trois
especes de parasitoides en compétition et celui de leur héte, D. radicum. En comparant ces
communautés bactériennes, nous avons montré que le principal filtre environnemental qui les
structure au sein de ce réseau trophique était la proximité phylogénétique des espéces. Ainsi, chaque
espece est associée a une communauté bactérienne distincte (pouvant varier secondairement en
fonction de la provenance géographique des populations). Dans un second temps, et malgré que les
individus de l'espece spécialiste A. bilineata soient issus directement du terrain et comparés a des
individus des autres especes élevés en laboratoire, une grande proximité entre les communautés
bactériennes des deux espéces de staphylins a été mise en évidence. Enfin, les communautés
bactériennes des deux staphylins sont plus proches de celles de leur héte que de celles de leur
compétiteur hyménoptére qui partage pourtant le méme hoéte. Plusieurs partenaires bactériens
particulierement intéressants ont également été identifiés (Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Asaia, Gluconacetobacter) dont certains réputés pour étre transmis maternellement (Wolbachia,
Rickettsia, Spiroplasma). Pour ces derniers, notre étude permet de soupgonner la possibilité de
transferts horizontaux au sein de cette communauté d'espéces, méme si la résolution taxonomique
utilisée ici (géne 16S, peu variable) est insuffisante pour le confirmer. Les partenaires bactériens
identifiés chez nos espéces sont globalement proches de ceux retrouvés dans d'autres études sur les
insectes(Vasanthakumar et al. 2008, Hirsch et al. 2012, Jones et al. 2013, Shelomi et al. 2013) et
d'autres animaux (Ley et al. 2008, Costello et al. 2009, 2010, Bennett et al. 2013). En termes de
composition des communautés bactériennes, les résultats sont difficlement comparables avec
d'autres travaux du fait des grandes différences méthodologiques qui existent dans ce genre
d'études, mais la diversité identifiée pour chaque échantillon semble globalement cohérente avec les
autres publications sur les microbiomes d'insectes. En ce qui concerne la comparaison des
communautés bactériennes au sein d'un réseau trophique, on ne peut pas comparer avec d'autres
études tout simplement car ces études manquent encore, malgré le fait que des interactions de type
prédateurs/proies ou hotes/parasitoides puissent étre des routes de transmission pour les bactéries.
Toutefois, le fait que ce soit principalement la proximité phylogénétique des hétes qui structure les
communautés bactériennes au sein de notre réseau trophiques semble, la encore, étre cohérent

avec une autre étude portant sur plusieurs ordres d'insectes (Jones et al. 2013).

Pour conclure sur ces travaux avant de présenter leurs perspectives, A. bilineata et A. bipustulata

occupent des niches écologiques proches et utilisent la méme stratégie d'exploitation de la ressource
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tant au stade adulte que larvaire, mais elles se distinguent en réalité a tous les niveaux étudiés. Ce
travail a permis de mettre en évidence des modifications dans les choix comportementaux faits par
les femelles adultes de I'espéce spécialiste induites par la présence directe de compétiteurs que nous
avons attribuées a la pression évolutive plus importante subie par I'espece la plus spécialisée sur la
ressource lors de la compétition. Elle doit étre complétée par la méme étude sur les femelles de
I'espece généraliste dans les mémes conditions et, si celles ci ne modifient pas leurs comportements,
nous pourrons démontrer le lien entre asymétrie dans la compétition, spécialisation a I'hote et
adaptation des capacités compétitives. Le fait que les femelles de I'espece spécialiste favorisent la
compétition interspécifique en comparaison de la compétition intraspécifique, associé a la
dominance de leurs larves lors de la compétition larvaire, permettrait a |'espéce spécialiste de
compenser les traits d'histoire de vie adultes plus favorables de I'espéce généraliste et pourrait donc
expliquer, au moins en partie, la coexistence des deux especes d’Aleochara dans le milieu naturel.
Enfin, si le role des communautés bactériennes dans ce schéma n'est pas encore défini, I'étude de
I'impact de chaque partenaire sur la fitness et la niche écologique des individus constitue de
nouvelles dimensions de leur niche écologique a explorer.Le tableau 1 résume les résultats des

différentes études sur les traits écologiques associés a chaque espece.
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Tableau 1 récapitulatif des traits écologiques associés aux deux espéces de staphylin. En gras, les

résultats obtenus dans ce travail de these.

Traits écologiques A. bilineata A. bipustulata références
Spectre d'hote Spécialiste Généraliste Maus et al. 1998
(1 genre) (plusieurs genres

différents)

Adultes Taille des populations sur le + +++ Fournet 2000, Josso 2012
terrain comparée
Fécondité journaliére moyenne 8,5 11 Fournet et al. 2000
(ceufs/jour) (20°C)
Longévité maximale en 133 169 Fournet et al. 2000
laboratoire (jours) (20°C)
Emergence sur le terrain Plus tardive Plus précoce Fournet 2000
comparée
Discrimination des oui ?? Bili 2014
compétiteurs
Compétition par exploitation oui oui non publié
Compétition par interférence oui ?? Bili 2014
Prédation intraguilde cannibalisme et ?? Lizé 2007

prédation intraguilde

Larves Stratégie d'exploitation des idiobionte idiobionte Fuldner 1960
hétes ectoparasitoide ectoparasitoide
Temps de développement 31 35 Fournet et al. 2000
(jours) (20°C)
Diapause larve de premier stade nymphe Fuldner 1960
Discrimination des interspécifique/parentéle héte parasité Fournet et al. 1999
compétiteurs
Issue compétition dominant dominé Bili 2014

interspécifique (20°C)

Bactéries Communautés bactériennes Populations sauvages Populations élevées en Bili 2014
laboratoire

Wolbachia présente présente Bili 2014

Spiroplasma présente présente Bili 2014

Rickettsia présente absente Bili 2014

Stenotrophomonas présente présente Bili 2014

Pseudomonas présente absente Bili 2014
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1l Les perspectives de cette étude

Cette étude ouvre plusieurs perspectives pour mieux comprendre les interactions entre femelles et
entre larves, et |'effet des partenaires bactériens sur la fitness de chaque espece et leur interaction

de compétition.

Chez les femelles adultes, nous avons pu valider un dispositif permettant de tester le niveau de
prédation et de ponte d'une femelle lorsqu'elle a le choix entre des patchs d'hotes comportant la
présence de différents insectes. Malgré le fait que les insectes dont on veut tester la présence soient
enfermés dans un tube Eppendorf, il semblerait que les possibilités d'interactions par les petits trous
percés dans I'Eppendorf soient suffisantes pour induire une réponse comportementale. Ces
interactions peuvent étre directes via des contacts antennaires entre la femelle testée et les
compétitrices enfermées dans le tube. Ces interactions peuvent également se faire via I'émission de
composés chimiques volatils qui peuvent étre émis par les insectes enfermés dans le tube lors des
interactions avec la femelle testée. L'utilisation de composés chimiques dans les interactions
agressives entre adultes est fréquente et de nombreux cas ont été décrits chez les coléoptéres
staphylins qui possédent souvent des glandes spécialisées (Huth et Dettner 1990). Des composés
impliqués dans la compétition entre males ont également été identifiés chez Aleochara
curtula(Peschke et al. 1996). Plus indirectement, des composés volatils peuvent également étre émis
par les féces produits par les individus enfermés dans le tube et servir d'indice de la présence de
compétiteurs pour la femelle testée. Afin de trancher entre ces hypothéses, il faudrait tester
uniquement la présence de féces dans les tubes Eppendorf troués du dispositif ou réaliser une
capture des odeurs émises pendant les interactions entre femelles que nous pourrions ensuite
identifier dans un systéme de chromatographie en phase gazeuse associé a un spectrométre de
masse. Le dispositif de choix utilisé dans ce travail devrait également permettre d'étudier les choix
comportementaux des femelles de |'espéce généraliste A. bipustulata pour les mémes espéces
d'insectes que celles utilisées pour I'espece spécialiste. L'effet de la présence d'autres espéces, par
exemple des carabes du genre Bembidion sp. ou d'autres carabes avec lesquels les deux staphylins
sont en compétition pour la prédation des ceufs ou des autres stades immatures de leurs hotes,
pourrait étre testé. On peut émettre I'hypothése que la présence de ces compétiteurs pourrait

influencer le niveau de prédation ou la ponte (Prasad et Snyder 2004).

Toujours chez les femelles adultes, les observations comportementales ont permis de montrer
I'agressivité des femelles de I'espece spécialiste A. bilineata lorsqu'elles rencontraient un
compétiteur dans un patch d'hotes et tout particulierement lorsqu'elles y avaient résidé pendant 24

heures. Toutefois, le dispositif utilisé ne permet pas de déterminer formellement l'issue des

133



Conclusions et Perspectives

confrontations car aucune des deux femelles ne pouvait sortir de I'aréne. llo conviendrait de mettre
au point un nouveau protocole pour pallier cette limitation. De plus, ce travail n'a pas permis de
valider formellement la supériorité des femelles spécialistes dans la compétition par interférence
avec leurs compétitrices A. bipustulata car dans notre population de laboratoire, seule une faible
proportion des femelles A. bipustulata développait des ceufs aprés plusieurs semaines (~25%,
observations personnelles). Les différences comportementales observées entre les deux especes, en
particulier le fait que les femelles A. bipustulata soient moins agressives et s'enfuient plus facilement
aprées un contact, pourrait étre simplement due au fait que ces femelles n'avaient pas la possibilité de
pondre (pas d'ceufs matures) dans ces expériences. Les facteurs influencant l'investissement des
femelles dans la compétition et liés a la valeur de I’'h6te, RV (tels que I'age ou l'expérience des
femelles testées) ainsi que les facteurs influencant les capacités compétitives(RHP) des deux especes
(tels que le poids et la taille des individus) pourraient également étre identifiés par une étude des
corrélations. Nous pensons que ces études comportementales pourraient permettre de mettre en
évidence de nouvelles différences entre les deux espéces dans |'exploitation des patchs d'hotes.
Encore une fois, il est possible que des odeurs soient émises notamment par les femelles dans ces
interactions et qu'elles puissent y jouer un réle comme cela a été montré dans une autre étude sur

les parasitoides (Goubault et al. 2006).

Chez les larves de premier stade, il s'agit maintenant d'identifier les facteurs permettant a I'espece
spécialiste de dominer la compétition larvaire avec son compétiteur généraliste. Nos principales
hypotheses concernent (i) la taille des larves,qui peut directement influencer leur vitesse de
déplacement et leur aptitude au combat, (ii) leur niveau d'agressivité et (ii) leur capacité a trouver
I'note rapidement (méme si ce dernier facteur ne jouait probablement qu'un rdle faible dans notre
dispositif de tres petite taille). De plus, la vitesse a laquelle se développent les larves des deux
especes pourrait influencer l'issue des interactions pour acquérir I'hGte. L'observation des larves de
premier stade lorsqu'elles interagissent au sein d'un patch d'h6tes pourrait valider I'hypothése que
des interactions agressives ont également lieu a I'extérieur de I'h6te, mais elle représente un défi
technique car les pupes sont enfouies et les larves Aleochara fuient la lumiére. Par ailleurs, la
capacité de dispersion des larves Aleocharade premier stade n'a pas vraiment été étudiée et seule la
vitesse moyenne des larves de I'espéce spécialiste A. bilineata a été mesurée dans des observations
de cing minutes seulement (Boivin et Gauvin 2009). Or, les larves peuvent souvent encore parasiter
un hote 96 heures post-éclosion (Royer et al. 1999) : il semble donc important d'observer les larves
sur un laps de temps plus long. A titre tres préliminaire, nous avons enregistré les déplacements
d'une vingtaine de larves de premier stade des deux espéces avec le logiciel de trajectométrie

Ethovisionpendant dix heures dans une aréne carrée sans substrat, de 25 cm de coté. Ces premiers
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résultatsne semblent pas montrer de différences entre les deux especes mais indiquent qu'elles sont
capables de parcourir plus de 50 métres dans ces conditions. La distance de dispersion au sein d'un
substrat et sur le terrain devrait étre étudiée pour voir dans quel rayon d'action les larves sont
capables de trouver un héte. Par ailleurs, les capacités de détection des larves des deux espéces
pourraient également présenter des différences notamment du fait que A. bipustulata peut chercher
ses hotes non seulement au pied de plantes mais aussi sur des cadavres ou des excréments. Ses
larves peuvent donc utiliser une grande gamme d'indices tandis que A. bilineata cherche uniquement
des hotes se trouvant a proximité immédiate de brassicacées attaquées par le genre Delia. Les larves
de ce spécialiste seront surement sensibles a des indices plus spécifiques mais qu'elles pourraient
trouver plus efficacement que le généraliste. La difficulté technique serait ici de mettre au point un
dispositif d'olfactométrie adapté a la petite taille des larves et surtout au fait qu'elles se déplacent au

sein d'un substrat.

Dans ce travail, nous n'avons étudié qu'une partie du réseau trophique des deux espeéces
d'Aleochara, en nous concentrant sur D. radicumqui constitue tout de méme certainementl'hote
communle plus abondant pour les deux espéces. Toutefois, en Bretagne, trois autres espéces
appartenant au genre Delia sont également connues et retrouvées dans les cultures (la mouche du
navet, D. floralis, la mouche des semis, D. platura, et la mouche de I'cignon, D. antigua). Concernant
les Brassicacées, cette famille de plantes regroupe une grande diversité d'espéces auxquelles
s'attaquent ces mouches. Une étude récente a porté sur deux especes de plantes de cette famille (la
moutarde noire et le chou) sur lesquelles les auteurs ont fait se développer des larves de deux
especes de papillons phytophages (Pieris rapae et Pieris brassicae) avant de mesurer l'issue de la
compétition entre deux hyménoptéres parasitoides (Cotesia glomerata et Hyposoter ebeninus) pour
chaque modalité de larve/plante hote. Les résultats montrent que si la plante hote n'inverse pas
I'issue de la compétition entre deux especes de parasitoides, elle peut quand méme modifier la
proportion des individus de chaque espéce émergeant des hétes (Poelman et al. 2014). Ainsi, notre
réseau trophique de deux coléoptéeres parasitoides s'attaquant a quatre espéces de Deliaqui elles
mémes utilisent une grande gamme de plantes cultivées (et sauvages) pourrait étre un modeéle
original pour une étude du méme type. Nos prédictions seraient alors que I'espéce généraliste serait
mieux adaptée au compartiment cultivé (qui est fréquemment perturbé et présente une plus forte
densité d'hotes dans un environnement simplifié) alors que I'espéce spécialiste serait plus adaptée
au compartiment sauvage (hotes peu nombreux et dispersés au sein d'une matrice complexe). Les
études menées en écologie comportementale sur chaque espéce de ce réseau trophique se sont
pour l'instant concentrées sur le compartiment cultivé. Pourtant, il existe de nombreuses espéces de

brassicacées sauvages qui ont probablement une importance dans la dynamique des populations
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d'hétes et qui pourraient également constituer autant de possibilités de niches ou de refuges pour
deux espéeces en compétition. Ainsi, I'importance du compartiment sauvage dans la niche écologique
des deux especes de staphylins reste a étudier. En particulier pour A. bipustulata qui semble
désormais étre un compétiteur plus faible lors des interactions directes avec A. bilineata, notamment
au stade larvaire. La prévalence du généraliste A. bipustulata dans des patchs d'hotes ou il peut
trouver des hbtes que son compétiteur ne parasite pas (dipteres nécrophages ou coprophages)
devrait étre mesurée afin d'estimer |'importance de cette partie de sa niche écologique dans la
coexistence entre les deux espéces. Enfin, si les hotes constituent des possibilités de partage des
ressources, la dynamique des populations des deux compétiteurs peut également étre influencée par
des prédateurs communs. Une étude récente a par exemple révélé la présence d'ADN appartenant
au genre Aleochara dans le contenu du tube digestif du carabe Phyla obtusa (Kamenova 2013). La
compétition entre les deux Aleochara peut également étre influencée par des interactions de type
prédation intraguilde, le cannibalisme des ceufs ayant été montré précédemment chez A. bilineata
(Lizé 2007). Ces deux espeéces s'insérent en effet au sein d'une guilde qui, méme si elle est trés
restreinte, comprend également deux hyménopteéres parasitoides (Trybliographa rapae et de facon
plus anecdotique une espéce du genre Phygadeon) et de nombreux prédateurs de D. radicum tels
qgue des carabes de tailles diverses (Bembidion sp. et Amara sp. par exemple) qui sont autant de
prédateurs intraguilde potentiels. Enfin, les conditions environnementales pourraient également
influencer les performances et ainsi permettre la coexistence des deux especes. La théorie prédit que
les individus de I'espéce généraliste A. bipustulata pourraient supporter une gamme de conditions
environnementales plus large que les individus de I'espece spécialiste A. bilineata.Les éléments du
paysage peuvent également influencer les interactions entre organismes. Dans ce contexte, le travail
en écologie du paysage de Josso (2012) a permis de mettre en évidence des éléments paysagers
pouvant influencant la dynamique des populations de nos deux espéeces d'étude au sein des parcelles
cultivées de brassicacées. Certains élément ont un effet similaire, tels que la présence de fossés
autour des parcelles qui limite leur colonisationpar les deux staphylins. A l'inverse, certains semblent
favoriser I'un ou l'autre compétiteur : par exemple, la présence de prés a proximité des parcelles
favorise I'espéce spécialiste alors que I'espece généraliste est plutot favorisée par les haies (Josso et

al. 2013)

Enfin, I'étude de leur microbiome constitue une source de perspectives tres intéressantes dans
I'étude des différences entre les deux compétiteurs, car il constitue une partie completement

inexplorée de leur niche écologique.

Nous avons montré que les communautés bactériennes des deux espéeces de staphylins sont

globalement différentes, méme si elles sont plus proches entre elles qu'avec les autres membres du
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réseau trophique étudiés ici (leur hote commun D. radicum et I'hyménoptére parasitoideT.
rapae).Certains symbiotes identifiés sont trés intéressants car nous pensons qu'ils pourraient avoir
une importance dans la physiologie des insectes. Une bactérie du genre Pseudomonas (retrouvée ici
chez A. bilineata) a été identifiée chez d'autres coléopteres staphylins du genre Paederus, ou elle
augmente la fitness des individus en produisant la pédérine, une molécule impliquée dans la défense
chimique de l'insecte. Elle peut étre acquise maternellement ou horizontalement via le cannibalisme
(Kellner 2002). Les populations sauvages A. bilineata montrent des communautés bactériennes
dominées par deux genres bactériens différents : Strenotrophomonas et Bacillus. Les deux bactéries
sont décrites comme des pathogénes opportunistes mais une souche de Stenotrophomonas portée
par le diptere Stomoxys calcitrans a révélé des propriétés antifongiques, notamment contre le
champignon entomopathogéne généraliste Beauvaria bassiana(Stahly et al. 2006, Moraes et al.
2014). Par ailleurs, des bactéries acides acétiques (AAB) ont également été détectées dans notre
étude (les genres Asaia pour I'hyménoptére T. rapaeet Gluconacetobacter pour I'hote D. radicum). Le
role de ces bactéries, retrouvées dans le tube digestif de nombreuses espéces d'insectes dont la
nourriture est a base de sucre, n'est pas encore bien défini mais Asaia a montré une capacité a
envabhir les ovaires chez une espéce de moustique permettant sa transmission verticale (Favia et al.
2007). De facon générale, il semblerait que ce groupe de bactéries soit impliqué dans des relations
spécifiques avec leur hote et devrait étre étudié (Crotti et al. 2010, Chouaia et al. 2014). Enfin, I'étude
des communautés bactériennes au sein du réseau trophique a permis de mettre en évidence la
présence de plusieurs bactéries a transmission verticale. Ces trois bactéries : Wolbachia, Rickettsia et
Spiroplasma sont connues pour étre des manipulateurs sexuels. Si aucun impact sur le sex-ratio n'a
été observé dans notre étude, ces bactéries pourraient néanmoins avoir des impacts variés sur la
fitness de leur hote. Une étude récente montre par exemple que de nombreuses souches de
Wolbachia procurent a leur hote des niveaux de résistance variés face a des virus (Martinez et al.
2014). Les perspectives concernant |'étude de ces bactéries transmises verticalement seraient d'une
part d'étudier le taux de transmission maternelle des symbiotes et d'autre part d'étudier |'effet de
ces bactéries sur les traits d'histoire de vie et la fitness des individus. Le taux de transmission
maternellenous renseigneraitsur la stabilité de I'association, qui traduitles possibilités de coévolution
avec I'hGte. Cette étude pourrait également permettre de mesurer la proportion des individus
infectés par plusieurs partenaires. Pour étudier leur impact il faut obtenir de la maniéere la moins
invasive possible des individus portant différentes modalités d'infection pour chaque bactérie : non
infectés, infectés par une bactérie ou infectés par plusieurs bactéries. Toutes ces bactéries sont
partagées par deux especes ou plus au sein du réseau trophique que nous avons étudié. Si les
différences phylogénétiques du géne 16S étudié des souches de Rickettsia présentes chez A.

bilineata et T. rapae semblent exclure un transfert horizontal entre les deux especes, pour
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Spiroplasma et Wolbachia, une étude multigénique des souches portées par les deux especes de
staphylins et leur hote permettrait de valider ou non I'hypothése d'un transfert horizontal dans ce
réseau trophique. Enfin, nous avons travaillé sur les communautés bactériennes des individus
adultes. Toutefois, chez ces especes holométaboles, ces communautés peuvent parfois étre
grandement modifiées lors de la nymphose. Cette étude doit donc étre complétée par une étude des
stades larvaires de chacun des insectes qui pourrait mettre en évidence d'autres genres bactériens

impliqués cette fois dans la physiologie des différentes espéces pendant leur vie larvaire.

L'ensemble de ces perspectives permettrait de dresser un tableau plus complet de la niche
écologique des deux espéces et de mieux comprendre comment elles arrivent a coexister dans le
milieu naturel de maniére stable. Enfin, la mouche du chou étant un ravageur agricole majeur, ces
études pourraient permettre une meilleure gestion des populations de ses ennemis naturels dans

une optique de lutte biologique par conservation.
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Figure 1 : Partage d'une niche écologique : vision idéalisée (illustration D. Poinsot)
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Résumé

Lorsque deux espéces exploitent la méme niche écologique, elles entrent en compétition pour I'acceés
aux ressources. Or, un acces limité aux ressources réduit la fitness des individus. La compétition
interspécifique va donc agir comme une pression de sélection qui peut mener a des modifications
physiologiques ou comportementales pour partager les ressources, car si elles ne sont pas partagées
la compétition entrainera le déplacement ou la disparition d'une des deux espéces.Aleochara
bilineata et A. bipustulata sont deux coléoptéres staphylins parasitoides qui s'attaquent a la mouche
du chou Delia radicum. Elles ont des parametres biologiques différents, notamment au niveau des
traits d'histoire de vie (qui semblent avantager A. bipustulata) et du spectre d'hotes (plus généraliste
chez A. bipustulata). Ces deux espéces partagent cependant la méme stratégie d'exploitation des
hotes et présentent l'originalité que la femelle pond ses ceufs a proximité des hotes et non a
I'intérieur, ce qui les distingue deshyménopteres parasitoides qui font I'objet de nombreuses études.
La larve Aleocharade premier stade est donc mobile et doit trouver et sélectionner elle méme un
hote pour s'y développer. Il y a ainsi des possibilités d'adaptations comportementales a la
compétition a la fois pour les adultes et les larves de premier stade. Dans ce projet de thése, nous
avons donc choisi d'explorer la niche écologique de ces deux espéeces de facon originale en étudiant
les modifications comportementales induites par la présence de compétiteurs a la fois chez les
femelles adultes et les larves de premier stade. Nous avons également identifié les communautés
bactériennes associées aux deux especes en compétition mais aussi a leur héte D. radicum et a un
autre compétiteur parasitoide, I'hyménoptere Trybliographa rapae,dans le but d'étudier
ultérieurement les impacts des différents partenaires bactériens sur la niche écologique des deux
especes de coléopteres en compétition. Nos résultats montrent que les femelles de l'espece
spécialiste A. bilineata adaptent leurs comportements aux compétiteurs qu'elles rencontrent et
sélectionnent les sites de ponte présentant les meilleures chances de succés parasitaire pour leurs
larves. Par ailleurs, les larves de premier stade de l'espéce spécialiste dominent largement la
compétition larvaire lorsqu'elles sont en compétition avec les larves de |'espece généraliste. Enfin, les
communautés bactériennes des deux espéeces de coléoptéeres sont plus proches entre elles qu'avec
les autres membres du réseau trophique étudiés mais comportent des différences a explorer. Ces
résultats sont discutés dans le cadre de I'adaptation des choix comportementaux des individus d'une
espece spécialiste a la présence de compétiteurs généralistes et de la coexistence de ces deux

especes dans le milieu naturel.

Mots clés : niche écologique, compétition, modifications comportementales, adaptation,

communautés bactériennes, réseau trophique, coexistence, Aleochara, coléopteére parasitoide.



